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CELL HETEROGENEITY IN HUMAN BREAST CANCER 
The main purposes of this study were: 1) to investigate the cell heterogeneity in human 
breast cancer and characterize the different cell subpopulations with regard to proliferation 
and expression of tumor markers; 2) to obtain monoclonal antibodies (MAb) against these 
tumors which recognize hi@ undifferentiated (stem) cells, and mediate specific 
cytot oxicity. 
Cell heterogeneity was studied in human tumor samples, proliferation was evaluated by 
[3~thymidine incorporation and markers by immmohistochemistry. According to the 
results, it could be defined a regular sequence of marker expression as cell differentiation 
proceeds and proliferation decreases. Some markers were identified which are expressed in 
different stages of the differentiation pathway (NCA90, estrogen receptor, progesterone 
receptor, TAG72, CaMBrl, CEA). Conversely, the expression of other markers (Ag2.15, 
PEM) would start in undifferentiated-highly proliferative cells and remain throughout the 
whole differentiation process. 
It was also investigated the properties of MAb FC-2.15 (anti-Ag2.15) generated using an 
undifferentiated human breast carcinoma as immunogen. Results showed that FC-2.15 
exhibits strong human complement-mediated cytotoxicity against ~g2 .15+  cells. It 
recognizes a high-density antigen (2.8x106/cell) in the cell membrane and is slowly 
internalized. The results obtained in this study suggest that FC-2.15 could be a usefbl agent 
for passive immuntherapy. 
Author: Cecilia J. Ballark 
Doctoral Supervisor: Dr. Jose Mordoh 
HETEROGENEIDAD CELULAR EN CARCINOMAS MAMARIOS HUMANOS 
Dos objetivos principales heron planteados en este trabajo: 1) investigar la heterogeneidad 
celular en carcinomas mamarios humanos, caracterizando distmtas subpoblaciones celulares 
respecto a proliferacion y expresion de diversos marcadores tumorales; 2) obtener anticuerpos 
monoclonales (AMC) contra estos tumores, con propiedades citotoxicas, que reconozcan 
cklulas indiferenciadas, de alto potencial proliferative. 
Los estudios de heterogeneidad celular heron realizados utilizando muestras tumorales 
humanas, la proliferacion evaluada mediante mcorporaci6n de [3w~imidina y marcadores por 
inmunohistoquimica. Los resultados permitieron establecer una secuencia de expresion de 
marcadores a medida que progresa la diferenciacion celular y disminuye la capacidad 
proliferatka. Pudieron identificarse marcadores asociados a distintas etapas de la 
diferenciacion (NCA90, receptor estroghico, receptor de progesterona, TAG72, CaMBrl, 
CEA) y otros que cornieman a expresarse en cklulas indiferenciadas, altamente proliferativas, y 
continuarian durante todo el proceso de diferenciacion (Ag2.15, PEM) 
Se investigaron tambih las propiedades del AMC FG2.15 (anti-Ag2.15) desarrollado 
utilizando como inmunogeno un carcinoma mamario humano indiferenciado. FC-2.15 present6 
una potente citotoxicidad contra cklulas Ag2.15' mediando lisis por complemento humano, 
reconocio un antigen0 presente en membrana p ladt ica  en alta densidad (2,8 x lo6 Icklula) y 
h e  lentamente mternalizado. Los resultados presentados en este trabajo sugieren que FC-2.15 
podria ser util en iumunoterapia de pacientes con neoplasias Ag2.15+. 
Autora: Cecilia J. Ballark 
Director: Dr. Jose Mordoh 
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RESUMEN 
Varios estudios han demostrado la coexistencia de tipos diversos celulares en 10s carcinomas 
mamarios y la diferenciacion celular es una de las causas que origina esta heterogeneidad. 
Distintas subpoblaciones celulares han sido identificadas en estos tumores: a) c6lulas "stem", 
indiferenciadas y con alto potencial proliferative, con capacidad de auto-renovarcion y de 
originar progenie que comienza a diferenciarse; b) cklulas Semidiferenciadas y c) cklulas 
diferenciadas no proliferantes. Existe sin embargo poca informacibn sobre las caracteristicas 
de cada subpoblacion. Siendo las cklulas stem las responsables del crecimiento y 
diseminacion tumoral, deberian ser el blanco esencial de las terapias antineoplisicas. Resulta 
entonces de particular importancia la identificacion de 10s distintos tipos celulares y 
especialmente de las c6lulas stem. 
En este estudio se investigo la heterogeneidad celular en carcinomas mamarios humanos con 
el objeto de identificar distintas subpoblaciones celulares y caractehrlas con respecto a 
capacidad proliferativa, presencia de receptores hormonales y expresion de diversos 
marcadores tumorales. Se trabajo tambih en la selection de anticuerpos monoclonales 
(AMC) con propiedades antitumorales, que reconozcan antigenos expresados en carcinomas 
mamarios y especialmente en cklulas indiferenciadas, de alta capacidad proliferativa. 
Para 10s estudios de heterogeneidad celular se utilizaron muestras tumorales de carcinomas 
mamarios humanos. La capacidad proliferativa se evaluo por incorporation de [ 3 ~  timidina 
seguida de autoradiografia; 10s receptores hormonales y otros marcadores tumorales 
asociados a carcinoma mamario humano se determinaron por inmunohistoquimica. Una 
doble tkcnica p d i o  analizar proliferaci6n celular y expresion de marcadores 
simultheamente, sobre el mismo corte histologico. 
- En primer lugar se an& la presencia de receptores de estrogen0 (RE) y progesterona 
(RPg) y 10s resultados obtenidos indicaron que 6stos no es th  presentes en cklulas stem 
tumorales sin0 que se expresan durante la diferenciacibn celular, en cklulas con disminuida 
capacidad proliferativa. Esto podria errplicar el efecto transitorio d s  que curativo observado 
fiecuentemente con las terapias hormonales antiestrogbicas. 
- Para el estudio de 10s marcadores tumorales se utilizaron AMC previamente descriptos por 
distintos grupos y otros recientemente desarrollados en nuestro laboratorio. Los resultados 
permitieron establecer una secuencia de expresion de marcadores a medida que disminuye la 
capacidad proliferativa y progresa la diferenciacion celular. Pudieron identificarse marcadores 
de expresion "temprana" (Ag 2.15 y PEM) y otros asociados a etapas avanzadas de la 
diferenciacion (NCA-90 e RE e RPg / TAG72 / CaMBr 1 Q CEA). 
- Uno de 10s marcadores, Ag 2.15, present6 caracteristicas especialmente mteresantes. Ag 
2.15 (reconocido por el AMC FC-2.15, desarrollado en nuestro laboratorio) se expres6 en el 
96 % de 10s tumores y en la gran mayoria de las d h h s  independientemente del grado de 
diferenciacion tumoral. Los resultados reportados en este trabajo indicaron que el Ag 2.15 
comenzaria a sintetizarse en celulas mdiferenciadas, de alto potencial prolif'erativo, y su 
expresion se mantendria a traves de todo el proceso de diferenciacion. Se decidio entonces 
trabajar especialmente en la caracterizacion del AMC FC-2.15, su reactividad y propiedades 
citothxicas 
FC-2.15 fie desarrollado utilizando como inmunogeno celulas de un carcinoma mamario 
humano mdiferenciado. En este trabajo se mvestigo su capacidad de mediar reacciones 
citotoxicas contra celulas Ag 2.15' ya sea en forma directa o a traves de celulas efectoras o 
fijacion de complemento. Se ut*zaron ensayos de liberation de ["~r]  y distintos tipos de 
celulas blanco. Se estudiaron tambih sus caracteristicas de union a1 antigeno por tecnicas de 
Scatchard y ensayos de endocitosis. Los resultados demostraron que FC-2.15 presenta una 
potente actividad citotoxica especifica contra cklulas que expresan Ag 2.15 mediando la lisis 
por complemento humano; reconoce un antigeno expresado en membrana p ladt ica  en alta 
densidad; presenta una Ka de 6,9 x 10' M' y es lentamente internahado. Los resultados 
reportados sugieren que FC-2.15 puede ser util en inmunoterapia pasiva de pacientes con 
neoplasias Ag 2.15' y podria ser utilizado sin necesidad de conjugarlo con drogas o toxinas. 
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INTRODUCCION GENERAL 
INTRODUCCION GENERAL 
El carcinoma mamario es el tipo de chcer d s  comh entre las mujeres y, luego del 
pulmonar, es el que presenta el mayor mdice de mortalidad m p m a n  M.E. 1993; 
Marshall E. 19931. A pesar de 10s importantes avances realizados en 10s hltimos aiios en 
la deteccion y tratamiento del carcinoma de mama localizado, poco se ha progresado en 
el manejo terapkutico de la enfermedad cuando Bsta es detectada en estadios avanzados. 
Los mecanismos basicos involucrados en la iniciacion y desarrollo del chcer de mama 
humano y su progresibn maligna, son hasta el momento pobremente comprendidos. 
Diversos factores de riesgo heron identificados, incluyendo: historia menstrual y 
reproductiva (menarca a edad temprana, menopausia tardia, edad avanzada al nacimiento 
del primer hijo), historia familiar de carcinoma mamario, dieta, tratamientos hormonales, 
exposicion a radiation, etc. Mutaciones en 10s genes BRCAl y BRCAZ han sido asociadas 
a susceptibilidad hereditaria a chcer de mama. Sin embargo, aproximadamente un 70 % 
de las mujeres que desarrollan esta enfermedad no poseen factores de riesgo identiiicables 
[Harris J.R 1993; Kelsey J.L. 19961. 
Por otra parte, existe una gran diversidad en el comportamiento de 10s carcinomas 
mamarios, observhdose patrones de evolucion muy diferentes. Muchos chceres humanos 
presentan una evolucion d s  uniforme; en el caso del carcinoma de pdmon de cklulas 
pequeiias por ejemplo, sin quimioterapia aproximadamente un 70 % de 10s pacientes con 
enfermedad en estadio I mueren en un aiio y menos del 10 % sobreviven luego de dos 
aiios [Smith H. S. 19841. Contrariamente, el carcinoma de mama se comporta en forma 
mhs variable; mientras que ciertos tumores alcanzan un gran tamaiio en la mama sin 
invasion vascular ni Watica, en otros casos aparecen metastasis a distancia antes que se 
produzca un importante crecimiento del tumor primario. Mis a h ,  si bien en algunos 
pacientes las metastasis aparecen y progresan rapidamente, en otros lo hacen luego de 10 a 
30 aiios. La determinacibn del estadio clinic0 de 10s pacientes s e a  la extension de la 
enfermedad, el andisis histopatologico de 10s tumores, asi como la deteccibn de 
receptores de estrogen0 y de progesterona en el tumor, constituyen indicadores 
pronosticos tradicionales y representan uno de 10s mktodos d s  confiables dtsponiiles 
hasta el momento para predecir la evolucibn de la enfermedad. Sin embargo, es 
fiecuentemente observado que pacientes correspondientes a un mismo estadio clinico, con 
igual diagnbstico histopatolbgico y contenido de receptores hormonales, evolucionan en 
forma diferente. Es por esto que grandes e s k o s  en la investigacibn en chcer mamario 
e s h  destinados a la bhqueda de nuevos indicadores que permitan predecir con mayor 
certeza la marcha de la enfermedad y en lo posible provean informacibn a cerca de la 
capacidad del tumor de responder a determinadas terapias antineoplhsicas. 
Existe actualmente una gran variedad de drogas para el tratamiento del chcer mamario, 
incluyendo agentes citotbxicos, hormonales, modificadores de la respuesta biolbgica, etc. 
La clinica oncolbgica cuenta con una amplia gama de tratamientos disponibles: distintos 
esquemas quimioterapiuticos, diversas modalidades de hormonoterapia, asi como 
regimenes que contienen combinaciones de agentes que pueden actuar sinergisticamente 
sobre las cilulas tumorales. No obstante, a pesar de esta creciente complejidad en las 
terapias del chcer mamario, la sobrevida de las pacientes con enfermedad metastisica no 
ha mejorado consistentemente en las atimas decadas [Marshall E. 19931 
En base a este conjunto de evidencias, resulta clara la necesidad de alcanzar un 
mayor conocimiento de la biologia del cancer de mama y desarrollar nuevos 
enfoques terapkuticos. Este trabajo de Tesis intenta ser un aporte a1 respecto, y se 
ha centrado en dos obietivos principales: 
En primer lugar, lograr una mejor comprensi6n de la heterogeneidad celular 
caracteristica de 10s carcinomas mamarios y sus implicancias. 
Segundo, seleccionar anticuerpos monoclonales con propiedades antitumorales, 
que reconozcan antigenos expresados en carcinomas de mama humanos y 
presenten potencial utilidad terapkutica. 
A continuacibn, y previo a1 desarrollo del trabajo experimental, se presentan algunos 
aspectos tebricos relevantes y antecedentes que han servido de base a este trabajo de Tesis. 
- En las secciones I y II de esta Introducci6n se definen conceptos basicos empleados en 
este estudio, se presentan 10s sistemas corrientes de clasificacibn de neoplasias, 
especialmente de carcinomas rnamarios (secci6n I) y 10s distintos modelos 
experimentales de trabajo utilizados en la investigacibn en chcer (secci6n It). 
- La seccidn III resulta de fundamental importancia ya que plantea el problema de 
la heterogeneidad celular en 10s tumores malignos, tema sobre el que se centra este 
trabajo de Tesis. Se resume aqui el estado actual de conocimientos a1 respecto, 10s 
origenes y posibles implicancias de esta diversidad celular. 
- A continuaci6n en la seccidn IV se introduce el concept0 de marcadores tumorales, se 
describen ejemplos especialmente relevantes en carcinomas mamarios, su importancia 
biol6gica y clinica. Varios de estos marcadores se rh  utilizados en este estudio para 
caracterizar las distintas subpoblaciones celulares que coexisten en 10s tumores. 
- La seccidn V aborda el tema de la regulacidn hormonal en el crecirniento de 10s 
carcinomas mamarios, y el estudio de 10s receptores de estdgeno y de progesterona. 
- Por liltimo, la seccidn VI, seiiala el enorme impact0 que han tenido 10s anticuerpos 
monoclonales en el estudio del chcer y sus posibles aplicaciones clinicas. 
I - NEOPLASIA: DEFINICION, CLASIFICACIONES 
Multiples evidencias indican que el chcer es una enfermedad de origen genktico que 
resulta de la acumulaci6n de cambios heredables en una cklula somhtica. Estos cambios 
originan: 1) la pkrdida del control de la divisi6n celular, llevando a una proliferacibn 
descontrolada y 2) la capacidad de invadir tejidos adyacentes y colonizar otros 6rganos 
[Klein G 1985; Vogelstein 1993; Hoskins K. 1994; Fearon E.R. 19901. 
Es evidente que el crecimiento y renovaci6n de 10s tejidos de un organism0 esti 
homeostaticamente controlado. Los diversos tipos celulares ya diferenciados deben 
mantenerse en cantidad y posiciones relativas correctas. Cuando una cklula pierde el 
control de la proliferacibn se originarh un tumor o neoplasia. Sin embargo, esto no 
necesariamente constituye un chcer. De acuerdo a su comportamiento 10s tumores pueden 
ser clasificados en "benignos" o "malignos": 
Si las cklulas neoplhsicas perrnanecen agrupadas en una ilnica masa tumoral en su lugar 
de origen, sin invadir tejidos adyacentes, se dice que el tumor es benigno. Estos tumores 
son generalrnente de crecimiento lento, pudiendo alcanzar voliunenes muy grandes. El 
tejido normal circundante esth siempre bien demarcado. Comhmente puede obtenerse 
m a  completa cura por remoci6n quhiugica del tumor. 
Un tumor es considerado malign0 o canceroso cuando sus celulas tienen la capacidad de 
invadir 10s tejidos adyacentes y migrar hacia otros brganos. La invaedad usualmente 
implica la liberacion de celulas a partir del tumor primario con capacidad de alcanzar vasos 
sanguineos o Waticos, entrar en el torrente circulatorio, extravasarse en sitios distantes 
del organismo, implantarse y prolif'erar en el nuevo ambiente formando un tumor 
secundario o metaistasis. Al multiplicarse las celulas metastasicas destruyen la arquitectura 
normal de 10s tejidos que invaden, alterando la fisiologia del organo blanco. 
Las neoplasias malignas se cladican segh el tejido y tipo celular del cual se originan: 
cuando surgen a partir del tejido epitelial son llamadas carcinomas. Estos representan 
d s  del90 % de 10s chceres humanos, siendo 10s miis fiecuentes 10s carcinomas de 
pulmon, mama y colon 
aquellas neoplasias de origen mesenqu.imitico (hueso, dsculo, vasos sanguineos, 
fibroblastos) se denominan sarcomas 
leucemias y linfomas corresponden a neoplasias derivadas de celdas hematopoyeticas 
existen por otra parte tumores originados en tejido nervioso 
Cada una de estas amplias categorias time a su vez mdtiples divisiones de acuerdo al tip0 
celular especifico, la localizacibn en el organismo y la estructura del tumor. 
LA.- Clasificacibn histopatolbpica de 10s carcinomas mamarios : 
LA.l.- Clasificaci6n se~iin el t i ~ o  histol6pico : 
Existen distintos sistemas de clasificaci6n en uso, de 10s cuales el de Bogaert y Maldague 
es uno de 10s d s  ampliamente adoptados [van Bogaert L.J. 1978; Azzopardi J.G. 19791. 
De acuerdo a este 10s carcinomas mamarios se &den en dos grandes categorias: ductales 
y lobulillares, segh se desarrollen en 10s conductos mamarios o en 10s lobulillos 
(estructuras histologica- y citologicamente identificables en la mama) respectivamente. 
Cada uno de estos grupos puede a su vez subdividirse en carcinoma in situ e inflltrante 
segh  sus propiedades invasivas. Basicamente, existen entonces cuatro categorias: 
a) Carcinoma ductal in situ o intraductal. 
Las celulas tumorales se encuentran solo dentro del lumen de 10s conductos y no invaden 
el estroma circundante. El carcinoma in situ constituye st510 una etapa temprana en la 
progresion de la enfiermedad a chcer mvasivo, en la que las c6lulas malignas aim no han 
perdido su control posicional. 
b) Carcinoma ductal infiltrante: 
En este caso las cklulas tumorales de origen ductal invaden el estroma. 
- Aquellos carcinomas ductales iuvasivos en 10s que no se reconocen rasgos histologicos 
especiales son designados NOS (not otherwise specified) y representan casi el 70 % de 10s 
chceres mamarios. En general este tipo de tumores metastatizan a ganghos Maticos 
axjlares y son, dentro de 10s carcinomas ductales, 10s de peor pronostico. 
- Se han descripto a d e d s  una gran variedad de tipos histologicos: medular, mucinoso o 
coloidal, comedocarcinoma infitrante, tubular, papilar, escamoso, adenoqubtico, 
secretorio, carcinosarcoma, etc. Estos difieren en sus caracteristicas de invasividad, 
patron de crecimiento y metastasis, grado de infiltration Mocitaria, formacion de tbbulos 
(estructuras semejantes a 10s conductos), caracteristicas de la matriz extracelular, 
pronostico, etc. 
c) Carcinoma lobuliUar in situ : 
Las celulas tumorales se encuentran confinadas dentro de 10s lobulillos mamarios y no 
invaden el estroma Al igual que el carcinoma iutraductal, 6ste constituye un estadio 
temprano en la evolution de la enfiermedad. 
d) Carcinoma lobulillar infiltrante: 
Representa entre 5 y 10 % de 10s carcinomas mamarios. Tipicamente esti compuesto por 
cklulas pequeiias que invaden en un arreglo lineal ("fjla mdia") con una tendencia a crecer 
alrededor de 10s conductos y lobulillos. 
I.A.2.- Clasificaci6n se~ i in  el prado tumoral o mado de diferenciacibn : 
La determination del tip0 histologico de un tumor no siempre brinda la information 
suiiciente para predecir el curso clinico de la enfermedad o decidir sobre la terapia 
adecuada. En general un mismo tipo histologico comprende un rango extremadamente 
amplio de patologias, desde aquellas con bajo indice prolif'erativo que raramente dan 
metastasis, hasta otras de crecimiento ripido, con alta capacidad metastisica y muy 
dificilmente curables. La cladicacibn en "grados" mtenta determinar el grado de 
malignidad independientemente del tipo c e h h ,  y eest basada en la e v ~ a c i o n  de 
distintos parhetros que varian ligeramente de acuerdo al sistema de clasificacion 
utilizado. Uno de 10s d s  ampliamente aceptados es el de Bloom y Richardson [Bloom 
H.J.G. 19571 y es el que se empleb para la cladicacibn de 10s tumores utilizados en este 
estudio. Numerosos trabajos han demostrado el importante valor pron6stico del grado 
tumoral [Bloom H. J.G. 1957; Stenkvist B. 1982; Alderson M.R 1971; Carter C.L. 19891. 
Basicamente 10s parhetros tenidos en cuenta en esta cladicacibn son: 
1) grado de diferenciacih estructural, determinado por la formacion tubular, 
2) cantidad de mitosis, 
3) pleomorfismo nuclear (tamafio, forma y tiuciiin de 10s nixleos). 
De acuerdo al a n W  de estos items 10s tumores son cladicados en tres grados: 
- grado I : bien diferenciados, bajo grado de malignidad 
- grado II : moderadamente diferenciados, grado de malignidad intermedio 
- grado III : pobremente diferenciados o indiferenciados, alto grado de malignidad 
1.B.- Estadificacibn clinica de 10s pacientes con carcinoma mamario : 
La determinacion del estadio clinico de 10s pacientes segh  la extension de la enfermedad 
provee las bases para la election del tratamiento y es Gtil como mdicador pron6stico. El 
estadio es establecido inicialmente sobre una base clinica, de acuerdo al examen %ice del 
paciente y la evaluation de 10s milisis radiologicos y de laboratorio. 
El sistema de estadificacion d s  ampliamente usado es el adoptado por la American Joint 
Commission on Cancer Staging (A.J.C.C.) y la Union International contra el Chcer 
(U.I.C.C., Ginebra). El misrno estl basado en el sistema TNM (Tumor - Nodes - 
Metastases class~j?cation), que evalua: el tamafio del tumor primario (T), la presencia 
de metastasis en ganghos 1inf"aticos regionales (N) y la presencia de metastasis a 
distancia (M), como se observa en la tabla 1. De acuerdo a estos parhetros se determina 
el estadio clinico del paciente segh  se muestra en la tabla 2. En muchos casos es 
necesario realizar una reclasificaci6n postqukhgica, ya que el estudio histopatologico de 
la muestra permite determinar con mayor certeza 10s parhetros evaluados. 
Tabla 1: Clasificaci6n TNM 
To = Sin evidencia de tumor primario 
TI = Tumor de hasta 2 cm 
T2 = Tumor entre 2 y 5 cm 
T3 = Tumor mayor a 5 cm 
Tq = Cualquier tamailo tumoral, invade pie1 o parrilla costal 
N1 = Metistasis en ganglios axilares 
Nz = Conglomerado metastisico en ganglios axilares 
& = No hay evidencia de metistasis distales 
MI = Methstasis distales 
T: tumor primario; N: ganglios linfhticos regionales; M: mektasis a distancia 
Tabla 2: Determinaci6n del Estadio Clinico 
T4 N.. Mo 
T.. N.. M, 
T.. 6 N.. = cualquier T o N 
I1 - C ~ C E R :  SISTEMAS EXPERIMENTALES DE ESTUDIO 
Si bien 10s mmiltiples proyectos de investigaci6n en chcer tienen por objetivo final lograr 
una mayor comprensibn de la biologia de 10s tumores humanos y en liltima instancia su 
curacion, las posibilidades de experimentacibn directa en pacientes son, por razones 
Cticas, obviamente muy limitadas. Por lo tanto, diversos sistemas experimentales han sido 
desarrollados como modelo para el estudio del chcer en el laboratorio. El empleo de 
animales portadores de tumores aut6logos o xenotranasplantados con tumores humanos 
es de gran utilidad como sistema in vivo para investigaci6n tanto bisica como aplicada en 
chcer. Sin embargo, en muchos casos es necesario contar con modelos simplificados para 
realizar estudios a nivel tisular, celular, subcelular o molecular. Para esto resultan r tiles 
tanto las muestras turnorales provenientes de biopsias, como 10s sistemas de cultivo de 
tejidos, ya Sean cultivos primarios de corta duraci6n o lineas celulares obtenidas a partir 
de cClulas cancerosas. 
Cultivo de teiidos : 
La mayoria de las cClulas animales y vegetales pueden proliferar y a h  diferenciarse en 
placas de cultivo de tejidos. Para esto es necesario un preciso ajuste de las condiciones de 
cultivo (agregado de nutrientes, factores de crecimiento, hormonas, sustrato para la 
adhesi6n celular, control del pH y temperatura) adecuado a 10s requerimientos de las 
cdlulas que se deseen crecer. El comportamiento de las cClulas neoplisicas puede ser 
estudiado mediante la utilizaci6n de cultivos celulares. Se puede asi ensayar el efecto del 
agregado o remoci6n de moldculas especificas al cultivo (como hormonas o factores de 
crecimiento), evaluar la acci6n citotbxica de diversos tratamientos antitumorales (drogas 
quirnioterapduticas, tratamientos hormonales, anticuerpos), estudiar la expresi6n de 
antigenos asociados a tumor mediante tdcnicas inmunol6gicas, etc. 
Los cultivos celulares pueden prepararse directamente a partir de tejido tumoral obtenido 
de biopsias (cultivos primarios). En estos casos es necesario degradar la matriz 
extracelular y disociar las cdlulas del tejido, generalmente mediante el empleo de enzimas 
proteoliticas, para lograr una suspensi6n de cdlulas aisladas. A partir de esta suspensi6n, 
varias tdcnicas pueden utilizarse para separar 10s distintos tipos celulares presentes en el 
tejido, ya sea en base a sus propiedades diferenciales (por centrifugaci6n, adherencia a 
plhstico o vidrio, etc.) o mediante el empleo de anticuerpos especificos. Si bien el trabajo 
con cultivos primarios es complejo y son cultivos de corta duracion, para ciertos estudios 
resultan mteresantes ya que reflejan bastante fiehente las caracteristicas de las cdlulas tal 
cual fieron obtenidas del tumor. 
En muchos casos las c6lulas de 10s cultivos primarios pueden removerse de las placas de 
cultivo y re-plaquearse formando entonces cultivos secundarios. Este procedimiento puede 
repetirse por semanas o meses. La mayoria de las celulas son capaces de proliferar en 
cultivo un niunero limitado de generaciones y luego mueren. Ocasionalmente algunas 
pocas &en cambios gen&cos que les permiten atravesar el periodo de crisis, adquiriendo 
la capacidad de multiplicarse mdefinidamente. Estas celulas ckortalizadas" constituyen 
una lhea celular continua. Si bien el establecimiento de lineas celulares a partir de tejidos 
n o d e s  es posible, resulta bastante d s  probable partiendo de c6lulas provenientes de 
tumores malignos. La adquisicion del fenotipo canceroso permite una d s  Gcil adaptacion 
al crecimiento indefkido en cultivo. 
Las lineas celulares son extremadamente utiles como fiente constante de cehdas bien 
caracterizadas y de un tipo relativamente uniforme. Mas a h ,  dichas celulas pueden 
congelarse en nitrogen0 liquid0 por un periodo indefinido y conservar su viabilidad. Por 
otra parte permiten realizar experimentos usando medios de crecimiento bien defhidos y 
asi poder medir las respuestas cetulares a diversos factores externos. Sin embargo, es 
importante tener en cuenta cuando se trabaja con lineas celulares que estas c6lulas casi 
siempre difieren en forma importante de sus progenitoras en 10s tejidos de 10s cuales 
derivan. La mayoria de las veces &en cambios a trav6s de 10s sucesivos pasajes, 
mostrando inchso alteraciones en el n h e r o  de cromosomas (aneuploidia). De manera 
que, aunque representa una gran ventaja el poder estudiar el comportamiento complejo de 
las celulas en las condiciones estrictamente definidas de una placa de cultivo, las 
observaciones y conchsiones deben en & h a  instancia verificarse a trav6s de 
experimentos in vivo. 
Lineas celulares de clincer de mama: Diversas lineas celulares de carcinoma mamrrio 
humano han sido establecidas. La linea celular MCF-7 utilizada en este trabajo de Tesis 
deriva de un derrame pleural de una paciente con chcer de mama [Soule HD. 19731, 
expresa receptores de estrogen0 y progesterona y representa un buen modelo in vitro para 
el estudio de 10s tumores de mama hormono-dependientes. El andisis de Bsta y otras 
lineas celulares positivas para receptores hormonales ha aportado informacibn valiosa a 
cerca de 10s mecanismos de accion de las hormonas sobre las celulas tumorales, las 
proteinas inducidas por las mismas, y 10s mecanismos de accion de anti-hormonas 
[Sutherland RL. 1983, 1988; Thompson E.W. 1988; Savoldi G. 1995; Masiakowski P. 
1982; Musgrove E.A. 1991; Watts C.K 1994; Gudas J.M. 19951. Existe sin embargo 
bastante menos informacion sobre 10s mecanismos que rigen el crecimiento de las celulas 
de carcinoma mamario receptores hormonales negativas. En nuestro laboratorio se ha 
establecido recientemente una nueva h e a  celular hormono-independiente, IIB-BR-G, a 
partir de celulas obtenidas por disgregacion de un carcinoma primario de mama pover L. 
199 11. Dicha linea celular se utiliza tambih en este estudio. 
Bio~sias: 
El estudio de biopsias tumorales obtenidas quihgicamente time la ventaja de reflejar 
fielmente las caracteristicas del tumor tal cud se presenta en el paciente. En primer lugar, 
el analisis de la biopsia permite su clasificacion anatomopatologica; esto aporta 
informacion sobre el origen de la neoplasia, su grado de agresividad y pronostico. Ofiece 
ademiis la posibilidad de investigar, sobre cortes histologicos de las muestras tumorales, la 
expresion de dkersas moleculas (antigenos asociados a tumor, receptores celulares, 
productos de oncogenes, etc.), habibdose desarrollado para esto distintas tecnicas como 
la inmunohistoquimica, inmunofluorescencia, hibridacion in situ y mhs recientemente PCR 
(polymerase chain reaction) in situ. Las biopsias conservadas en condiciones apropiadas 
proveen tambih abundante material para la obtencion de protemas y acidos nucleicos para 
estudios a nivel molecular. 
Por otra parte, es posible realizar cultivos cortos, de pocas horas, utilizando biopsias 
tumorales. Para esto, las muestras inmediatamente obtenidas se dividen en fiagmentos de 
tejido muy pequeiios y se mcuban en medio de &o apropiado. Pueden adicionarse 
distintos agregados al medio y evaluar entonces caracteristicas y respuestas cehdares. El 
agregado de [31TJ-~imidina (rI-!JJ dT) por ejemplo, permite marcar las celulas proliferantes. 
Posteriomente estas pueden detectarse por autoradiografia sobre cortes histol6gicos 
realizados a partir de 10s fiagmentos incubados y cuantificarse bajo microscopio p e r  
seccion III de esta Introduction: Identification de celulas stem]. Pueden mcluso agregarse 
diversos compuestos a1 cultivo (hormonas, anti-hormonas, drogas) y evaluar el indice de 
proliferacidn celular en presencia de 10s distintos agregados. 
Modelos animales : 
Los animales portadores de tumores son ampliamente utilizados en el estudio del 
chncer; ya Sean con tumores autologos (espontheos o inducidos artificialmente) o 
tumores humanos transplantados (xenotransplantes). El uso de xenotransplantes con 
tumores humanos es especialmente util en evaluaciones pre-clinicas de nuevos 
tratamientos, como la aplicacibn de drogas quimioterapkuticas, empleo de anticuerpos 
monoclonales sblos o conjugados con radiois6topos, drogas o toxinas, etc. 
Para la realizacion de estos transplantes se requiere que el sistema inmune del animal est6 
deprimido o sea de alguna manera anulado. Se usa entonces corrientemente una cepa 
mutante de ratones carentes de t h o ,  inmunodeficientes, denorninados ratones atimicos o 
"nude mice". Debido a esta deficiencia inmunoldgica estos animales pueden aceptar 
xenotransplantes de distintos tejidos, incluyendo tumores hurnanos [Shin S.I. 19791. 
Para la obtencibn del tumor en el ratdn pueden realizarse injertos subcutSlneos de 
pequefios fiagmentos tumorales provenientes de biopsias, o bien inocularse c6lulas 
tumorales de cultivos. Una vez desarrollado el tumor, 6ste puede re-transplantarse de raton 
en raton por tiempo indefinido. Sin embargo es importante tener en cuenta que cuando el 
tumor es pasado de animal en animal por muchas generaciones sucesivas, sus propiedades 
pueden modificarse. Generalmente a travks de 10s pasajes ocurre una seleccion de cClulas 
con mayor capacidad proliferativa. 
Otra tkcnica en uso es el ensayo de la czipsula subrenal, en la cual se transplantan 
pequefios fiagmentos tumorales heterdlogos en ratones que pueden ser o no inmuno- 
deficientes. Esta tkcnica permite solarnente ensayos a corto plazo pues deben realizarse 
dentro de 10s primeros 5 a 7 dias de transplantado el tumor, antes que se produzca el 
rechazo del rnismo. Se utiliza especialmente para la determinacibn de la respuesta a 
quimioterapia de turnores humanos [ G r i f i  T. W. 19831. 
Por otra parte, gracias a 10s importantes avances tecnoldgicos de 10s idtimos aiios, es 
posible introducir genes en forma permanente en ratones, inyectando el ADN en dvulos 
fertilizados. Estos a menudo desarrollarhn en un ratdn conteniendo el fiagmento de ADN 
con el gen de interks integrado en alguno de sus cromosomas. Si el cromosoma 
modificado esth presente en las c6lulas de la linea germinal, este animal pasar8 el gen 
extraiio a la progenie. Animales que han incorporado de esta forma permanentemente el 
ADN son denominados transgknicos y el gen extraiio, transgen [Palmiter R.D. 1986; 
Boyd A.L. 19931. Estos ratones transg6nicos han resultado de enorme utilidad para el 
estudio de la funci6n y regulacibn de diversos genes. 
Varias cepas de ratones transgknicos han sido generadas llevando genes implicados en el 
desarrollo ylo evoluci6n del chcer, llamados en general oncogenes [ver secci6n m]. Los 
transgenes pueden expresarse en todos 10s tejidos o diferencialrnente en ciertos tejidos de 
interks, segh  la especificidad del promotor bajo el cual hayan sido colocados. Esta 
metodologia permite estudiar la participaci6n de distintos oncogenes en el proceso de 
carcinogknesis. Mis a h ,  por cruzamientos entre cepas transgknicas para distintos 
oncogenes ha podido obtenerse progenie llevando ambos simultheamente, lo que permite 
analizar la acci6n sinergistica de distintos oncogenes para el desarrollo de una neoplasia 
[Adams J.M. 199 1 ; Fanidi A. 1992; Hunter T. 199 11. 
rn - HETEROGENEIDAD CELULAR EN LOS TUMORES MALIGNOS 
Varias lineas de evidencias sugieren que las cClulas que componen un tumor maligno 
constituyen un clon, descendiente de una linica cClula que ha s ~ d o  a l g h  carnbio 
heredable tal que ha perdido el control de la proliferacibn [Fialkow P.J. 1976; Fearon E.R. 
1987; Groffen J. 19841. Sin embargo, pese a1 origen monoclonal de la mayoria de 10s 
chceres, existe abundante bibliografia demostrando una gran heterogeneidad entre las 
cClulas que constituyen 10s tumores s6lidos a1 momento del diagn6stico clinico. 
En 10s carcinomas mamarios por ejemplo, numerosos trabajos reportaron la coexistencia 
de subpoblaciones celulares que difieren en sus propiedades. Esta diversidad celular ha 
podido observarse cuando se analizaron muestras obtenidas a partir de tumores humanos 
con respecto a distintos parhetros, tales como: expresi6n de antigenos tumorales, 
capacidad proliferativa, presencia de receptores hormonales, sensibilidad a distintos 
tratamientos, ploidia, rearreglos cromos6micos, mutaciones que activan o inactivan genes 
especificos (ver m8s adelante oncogenes y genes supresores de tumor), etc. [Meyer J.S. 
1991 ; Podhajcer O.L. 1986; Szollosi J. 1995; Teixeira M.R. 1995; Pavelic Z.P. 1992; Fujii 
H. 1996 (1); Chen L.C. 1992; Ro J. 19901. Esta heterogeneidad celular intratumoral es en 
gran medida responsable de 10s fiacasos en las terapias antineoplhsicas. 
En la presente seccibn se discutirh las distintas causas que pueden dar origen a la 
diversidad celular en 10s tumores y sus implicancias. 
La progresi6n neo~ltisica como fuente de hetero~eneidad 
Distintas observaciones han demostrado que una irnica mutacibn no es suficiente para el 
desarrollo de un tumor maligno, sino que la transforrnacibn neopliisica es un proceso con 
midtiples etapas e involucra una acumulacibn de diversos cambios secuenciales [Nowell 
P.C. 1976; Vogelstein B. 1993; Fearon E.R. 1990; Hoskins K. 19941. Si bien una primera 
cClula sufriria alguna mutacibn somhtica que le confiera una ventaja en el crecimiento 
inicihdose asi la transforrnacibn, la progenie de Csta debe experimentar posteriores 
cambios -probablemente varias mutaciones adicionales- para que se desarrolle un chcer. 
Este proceso de progresi6n tumoral suele tomar varios afios. 
Experimentalmente ha podido identificarse una primera etapa en la progresibn (etapa de 
iniciacibn), irreversible, en la que las cklulas adquieren la capacidad de crecer 
indefmidamente en cultivo per0 aim no son turnorigknicas, es deck no producen tumores 
a1 ser inyectadas en ratones atimicos [Giovanella B. 19851. La capacidad tumoriginica es 
adquirida posteriorrnente, en etapas mhs avanzadas de la progresibn neopliisica. 
Durante la progresibn tumoral, diversas mutaciones, anormalidades cromos6micas y aim 
cambios epigendticos ocurren, evidenciiindose una tendencia de la poblacibn neoplhsica a 
incrementar su capacidad proliferativa y lograr una mayor independencia de 10s 
mecanismos que regulan la proliferacicin celular [Vogelstein B. 1993; Solomon E. 1991 ; 
Fujii H. 1996 (2)]. Estos cambios permiten a su vez que las cklulas malignas puedan 
adquirir la capacidad de invadir el tejido adyacente y metastatizar. [Fidler I.J. 1982; Frixen 
U.H. 199 1 ; Takeichi M. 19931. Se ha reportado muchas veces que las cklulas cancerosas 
se caracterizan por una elevada inestabilidad genbmica, es decir que presentan tasas de 
mutacibn varios 6rdenes de magnitud superiores a las dlulas normales. Esto es 
especialmente evidente en cuanto a la hcuencia de grandes rearreglos cromosbmicos 
como arnplificaciones y translocaciones [Tlsty T.D. 1989; Wright J.A. 19901. Los 
mecanismos subyacentes a esta inestabilidad genktica es th  recikn comenzando a 
comprenderse. Distintos trabajos han demostrado que mutaciones en el gen p53 tendrian 
un rol central en este proceso [Hartwell L. 1992; Livingstone L.R. 1992; Yin Y. 19921. 
Sin embargo, existen evidencias de que Cste no seria el b ico  mecanismo involucrado 
[Fishel R. 1996; Kahlenberg M.S. 19961. 
Los m~ltiples avances en la comprensi6n de la biologia del cheer han demostrado 
clararnente que el desarrollo y progresi6n de un tumor es th  estrechamente ligados a 
alteraciones en 10s mecanismos moleculares que controlan el ciclo de divisi6n celular. Por 
lo tanto, numerosas investigaciones en 10s atimos aiios se han dirigido a1 estudio de 10s 
genes regulatorios involucrados en el control de la proliferaci6n. Dichos genes han sido 
clasificados en tCrrninos generales en dos grandes grupos: aquellos cuya expresi6n ayuda a 
estimular un increment0 en el niunero de cClulas y aquellos cuyo product0 contribuye a 
disminuirlo. Correspondientemente, hay dos caminos mutacionales posibles hacia la 
pkrdida del control de la proliferacibn celular e invasividad caracteristicos del chcer: 
Transformar un gen estimulatorio en hiperactivo. Este tipo de mutaci6n tiene en 
general un efecto dominante y el gen alterado es llamado oncogen (siendo el alelo 
normal un proto-oncogen). 
Inactivar un gen inhibitorio. Estas mutaciones usualmente tienen un efecto recesivo, es 
decir que ambas copias gCnicas en la cdlula deben ser inactivadas o delecionadas para 
liberar a la cklula de la inhibicibn. Este tip0 de genes son llamados -aunque el tCrmino 
no resulte ideal- genes supresores de tumor. 
Durante las distintas etapas de la progresi6n tumoral ocurren diversas mutaciones que 
activan oncogenes especificos e inactivan genes supresores de tumor. En 10s dtimos aiios 
se han realizado enormes progresos en la identificaci6n del estos genes y su rol en la 
carcinogdnesis [Bishop J.M. 1991; Hunter T. 1993; Hinds P.W. 1994; Weinberg R.A. 
1994; Cox L.A. 1994; Fearon E.R. 19901. 
Debido a que estos cambios sucesivos ocurren en forma paulatina y no en todas las cClulas 
simultheamente, es evidente que la progresibn neoplasica traera como consecuencia una 
gran heterogeneidad celular en el tumor. De esta forma, a h  cuando el origen de la 
neoplasia sea monoclonal, diversos clones celulares nuevos pueden surgir durante este 
proceso [Texeira M.R. 19961. Sin embargo, como se vera a continuaci6n, 6sta no es la 
G c a  fbente de heterogeneidad tumoral. 
La diferenciacibn celular orkina m a  hetero~eneidad adicional 
La mayoria de 10s tumores surgen en tejidos en 10s que la renovacion c e h h  es 
perrnanente. En estos tejidos las cklulas hcionales, diferenciadas, normalmente se van 
perdiendo y son reemplazadas por la proliferation de cklulas mhs primitivas. Algunos 
ejemplos de tejidos basados en la renovaci6n celular han sido muy bien descriptos, como 
medula osea, epidermis, mucosa intestinal o epitelio s W e r o .  Sin embargo, aunque en 
ciertos casos la renovacion no resulte tan evidente, todos 10s epitelios mantienen su estado 
estacionario en esta forma, si bien sus tasas proliferativas difieren ampliamente entre ellos 
dependiendo de las p6rdidas celulares [Potten C. J. 19791. 
Estos tejidos contienen cklulas primitivas, mdiferenciadaq denominadas c8lulas "stem"' o 
troncales, que se dividen dando origen a c8lulas sirnilares a si mismas y cklulas que 
comienzan un proceso de diferenciacion. Es decir que las cklulas stem tienen capacidad de 
auto-renovacion, manteniendo ad constante su propia poblacihn, y capacidad de originar 
una progenie de cdlulas que alcanzarain la diferenciacibn hcional, cornpensando las 
pkrdidas fisiologicas @3uick RN. 1984 (I), (211. La production de una gran familia de 
celulas descendientes, diferenciadas, es un proceso denominado "expansion clonal" que 
decrece con la edad, siendo muy baja en 10s adultos. 
De esta forma se establece en la poblacihn celular total una jerarquia donde las cklulas 
presentan propiedades que van cambiando gradualmente en forma unidirectional (F'igura 
1). Ad, a medida que las cdlulas avanzan en esta jerarquia i r h  perdiendo progresivamente 
la capacidad proliferativa y adquiriendo caracteristicas de diferenciacion asociadas con la 
h c i o n  especifica del tejido @3uick RN. 1984 (I), (2)J. Por lo tanto, en tejidos normales 
en renovacion pueden distinguirse tres categorias celulares principales: 
1- c61ulas stem, con el dx imo  potential proliferative, indiferenciadas, con capacidad de 
auto-renovarse y de dar origen a toda la descendencia cehdar; 
2- celulas transicionales en vias de diferenciacion, con capacidad proliferativa limitada 
dependiendo de su posicibn relativa en la jerarquia; 
3- cilulas diferenciadas o terminales no proliferantes. 
el tkrmino dula "stem" (progenitors, madre), si bim es de origen mg16, est4 tan incorporado a la 
terminologia cieartifica actual que sera utilizado sin traduccih en este trabajo. 
Estas dos idtimas subpoblaciones predominan en n h e r o  ampliamente respecto de las 
celulas stem. En estos tejidos el estado estacionario es mantenido por un balance 
estrictamente controlado entre proliferation, diferenciacion, muerte y renovacibn celular a 
partir de celulas stem. 
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Ag. 1: Representacihn esquemitica 
de la jerarquia celular en tejidos en 
renovacihn. 
Las d d a s  stem pueden edlcontrarse 
en adiva divisih o en reposo (Go). 
En estado proliferativo pueden 
originar du las  sejantes a si mismas 
(auto-renovation) o &Idas que 
comieuzan un proceso de diferencia- 
cih (expansion clonal). La diferen- 
ciacih celular e d  acompahda por 
una disminucion de la capacidad 
proliferativa [GrAfico tornado de 
Buick R.N. 1984 (2)] 
Distintas evidencias sefialan que en 10s tumores malignos esta jerarquia celular continua 
hcionando y que las neoplasias se originah a partir de un evento carcinoghico a nivel 
de las celulas stem del tejido @Mackillop W.J. 1983; Buick RN. 1984(1), (211. Este evento 
alteraria 10s controles naturales que rigen 10s mecanismos por 10s cuales una celula stem 
opta por auto-renovarse o entrar en proceso de diferenciacion. El mcremento de la 
poblacion celular podria ocurrir por exceso de proliferacion, bloqueo de la diferenciacibn 
celular, inadecuada remocion de cklulas por el proceso normal de perdida celular, o un 
desbalance entre 10s eventos de auto-renovation y expansion clonal en la poblacibn de 
celulas stem La capacidad de la neoplasia de organizar una estructura diferenciada que 
remede el tejido del cual se origin6 depended entonces del tip0 y grado de alteracion 
producido en las celulas stem. 
Numerosas evidencias, que tomadas en conjunto apoyan este modelo, heron recopiladas y 
discutidas en 10s trabajos de Buick, Mackillop y Selby [Buick R.N. 1984 (2); Mackillop 
W.J. 1983; Selby P. 19831. Fundarnentalmente, estas se basan en que: 
Existe en 10s tumores humanos diferenciacibn celular especifica de tejido y en muchos 
casos es la base para el diagnbstico histopatol6gico. Es decir que un tumor de mama 
por ejemplo, o una metistasis de kste, puede ser identificado como tal ya que remeda 
a1 tejido mamario normal e incluso expresa marcadores especificos del tejido de origen. 
Diversos trabajos han demostrado que dentro de cada tipo histol6gico tumoral, existe 
una relaci6n inversa entre el grado de diferenciacibn tumoral y el indice proliferativo. 
Tumores indiferenciados poseen el mayor potencial proliferativo y mi& alto grado de 
malignidad. 
Con el desarrollo de tkcnicas como la incorporaci6n de [3H'l dT seguida de auto- 
radiografia o el ensayo clonog6nico2, pudo demostrarse que solamente una pequefia 
fiacci6n de las c6lulas de un tumor posee capacidad proliferativa. En 10s ensayos 
clonogknicos por ejemplo, el n h e r o  de colonias obtenidas a partir de suspensiones 
unicelulares de tumores humanos, tanto epiteliales como hematopoykticos, se encuentra 
generalmente en el rango de 0.001 % y 1 % del total de las c6lulas plaqueadas. 
La experiencia clinica con radioterapia es tambikn consistente con la hip6tesis que s610 
unas pocas c6lulas tumorales se encuentran en proliferacibn y por lo tanto basta la 
destrucci6n de una pequeiia proporcibn de c6lulas para evitar la regeneracibn del tumor. 
Suspensiones celulares obtenidas a partir de tumores humanos heron separadas de 
acuerdo a su tamafio y densidad, demostrhdose que la actividad proliferativa, 
capacidad clonogknica, capacidad de auto-renovacibn y ciertas caracteristicas de 
diferenciacibn, no son homogkneas en la poblacibn de cklulas totales de un tumor, 
sino que existen diversas subpoblaciones celulares con diferentes propiedades. 
A1 respecto, trabajos previos de nuestro laboratorio realizados sobre muestras de 
carcinomas primaries de mama humanos y cklulas MCF-7 permitieron el aislamiento 
de distintos tipos celulares que difieren en su indice de proliferaci6n y expresi6n de 
marcadores tumorales [Podhajcer O.L. 1986; Resnicoff M. 19871. En dichos trabajos 
'. Ver d s  adelante en esta misrna secci6n: Identificaci6n de c6lulas stem tumorales 
fue posible identificar cdlulas con caracteristicas correspondientes a las tres sub- 
poblaciones: stem, transicionales y diferenciadas. 
Podemos concluir entonces que las cdlulas de un tumor serh  heterogkneas en cuanto a 
potencial proliferativo y caracteristicas de diferenciacibn celular, con propiedades que i r h  
variando gradualmente a medida que la cklula se mueve en la jerarquia. Es decir que este 
mecanismo de renovaci6n celular y diferenciacibn representa una importante fuente de 
heterogeneidad celular en 10s tumores, que se surna a1 previamente descripto fen6meno de 
progresi6n tumoral. 
El concept0 que las cdlulas tumorales son heterogkneas con respecto a su potencial 
proliferativo y que existe una subpoblaci6n de cklulas stem con capacidad de proliferaci6n 
ilimitada que puede originar todas las restantes subpoblaciones, tiene importantes 
implicancias en el tratamiento del chcer. Siendo las cdlulas stem las responsables del 
crecimiento tumoral, deberian ser el blanco esencial de las terapias antineoplisicas para 
lograr la erradicaci6n del tumor. Resulta entonces de particular relevancia la identificaci6n 
y caracterizaci6n de las distintas subpoblaciones celulares y especialmente de la 
poblaci6n stem. Es importante investigar por ejemplo, si 10s antigenos utilizados 
corrientemente para la producci6n de anticuerpos monoclonales y su subsecuente 
aplicaci6n terapdutica, son expresados en las cklulas stem. En el caso del chcer mamario 
es tambien relevante determinar si 10s receptores hormonales de estr6geno (RE) y 
progesterona (RPg) estiin presentes en estas cklulas, ya que, como se verh mis adelante, la 
hormonoterapia acuaria primariamente sobre celulas que expresan estos receptores. 
En este sentido, el principal objetivo de esta Tesis ha sido investigar la expresidn de 
diversos antigenos tumorales y receptores hormonales en carcinomas mamarios 
humanos, con la idea de identificar distintas subpoblaciones celulares y caracterizar 
10s diferentes estadios en el proceso de diferenciacidn celular. 
Identificacidn de cblulas stem tumorales 
La identificaci6n de cklulas stem puede hacerse por distintos mktodos, cada uno de 10s 
cuales tiene sus ventajas y limitaciones. Estos se basan fundamentalmente en determinar 
proliferacibn celular. Las tdcnicas tradicionalmente empleadas han sido: el indice de 
marcacion con [ 3 ~  dT y el ensayo clonogdnico. 
fndice de marcaci6n con [%I dT : 
Esta tdcnica detecta cdlulas que sintetizan ADN, es decir que se encuentran en fase S del 
ciclo celular. Para esto se utiliza [ 3 ~  dT, ya sea administrada in vivo en animales 
portadores de tumor, o in vitro en cultivos cortos de pequefios fiagmentos de tejido 
tumoral o suspensiones celulares. Debido a que la timidina se incorpora en el ADN de las 
cdlulas en replicaci6n, el n h e r o  de cdlulas marcadas corresponderti a aquellas que 
sintetizan ADN en el tiempo de exposicibn. Las particulas P emitidas por decaimiento del 
tritio pueden ser usadas para impresionar una emulsi6n fotogrirfica, realkindose entonces 
una autoradiografia sobre cortes histol6gicos de la muestra o extendidos celulares. De esta 
manera puede calcularse el indice de marcaci6n con [-'a dT o TLI (thymidine labeling 
index) como el porcentaje de cdlulas marcadas sobre el total de cdlulas. 
Se ha demostrado que el TLI representa un dato biol6gicamente significative en pacientes 
con chcer puesto que correlaciona con el curso de la enfermedad, siendo elevado en 
tumores de ripido crecimiento y alta agresividad. Su valor como marcador pron6stico es 
reconocido en diferentes tipos de tumores humanos. [Durie B.G.M. 1980; Costa A. 198 1 ; 
Silvestrini R. 1987; Amadori D. 1993; Pietra N. 19961. En carcinomas mamarios, la 
importancia del TLI como indicador pron6stico independiente ha sido especialmente bien 
docurnentada [Meyer J.S. 1988, Saez R.A. 1989; Silvestrini 1990, 1993 (I), 19951. 
Cabe mencionar sin embargo que, si bien esta tdcnica permite la identificacibn de cdlulas 
stem, la poblaci6n de cdlulas proliferantes detectada no superpone exactamente con la 
poblaci6n stem, puesto que: 1) algunas cdlulas que han iniciado el proceso de 
diferenciacibn pueden todavia ser capaces de proliferar y entonces incorporar ['HI dT y 2) 
una porci6n de cdlulas stem probablemente estd en reposo (estadio GO) y por lo tanto no 
sea detectada 
Ensayo clonog~nico :
En este ensayo las c6lulas stem son identificadas por su capacidad de formar colonias en 
cultivo. Bisicamente, el mdtodo consiste en crecer una suspensi6n de cdlulas obtenidas 
por disgregacidn de un tumor o a partir de derrames pleurales o liquid0 ascitico, en una 
doble capa de agar semi-s6lido. Puede entonces cuantificarse el porcentaje de cdlulas 
formadoras de colonias, es deck la "eficiencia clonogdnica". 
La tdcnica h e  reportada originalmente en un trabajo de Hamburger y Salmon, donde se 
observ6 que s61o una fiaccidn reducida de la poblacidn celular de un tumor posee 
capacidad clonogdnica. Asi por ejemplo, la eficiencia clonogdnica de cdlulas de liquid0 
ascitico de carcinoma de ovario oscild entre 0,02 y 0,16 %. Valores igualmente bajos 
heron obtenidos para cdlulas provenientes de melanoma, neuroblastoma, carcinoma de 
pulmon, mieloma, etc. [Hamburger A.W. 19771. En estudios posteriores heron testeados 
tumores de diversos origenes y, si bien la cindtica de crecimiento y eficacia de plaqueo 
vari6 entre ellos, 10s resultados confirmaron que solamente un porcentaje muy pequeiio de 
c6lulas de un tumor puede originar su propia descendencia produciendo una colonia. 
El ensayo clonogdnico ha sido utilizado con la idea de poder predecir la respuesta de 
tumores humanos a agentes quimioterapduticos. Asumiendo que las cdlulas stem son 
responsables del crecimiento tumoral, y que existe una equivalencia entre cilulas 
clonog6nicas y stem, Salmon y col. adaptaron este mdtodo para testear la sensibilidad a 
drogas de cdlulas tumorales humanas [Salmon S.E. 19781. Distintos estudios mostraron 
una concordancia entre la respuesta a drogas de las cdlulas clonogdnicas en el cultivo y 
del tumor in vivo en el paciente [Alonso K. 1984; Von Hoff D.D. 1981, 19831. 
Actualmente este tipo de ensayo es ampliamente utilizado para estudiar el efecto de 
nuevas drogas, o nuevas combinaciones, sobre el crecimiento de las cdlulas tumorales. 
Para esto se utilizan cdlulas obtenidas a partir de biopsias o, muy comunmente, lineas 
celulares [Fritzer M. 1996; Liebmann J.E. 1994; Lidor Y.J. 19931. 
Sin embargo, a1 igual que el TLI, tambidn el ensayo clonogdnico tiene sus limitaciones. 
Este ultimo selecciona cdlulas en base a su potencial proliferativo en cultivo, por lo tanto 
el procedimiento tampoco garantiza la identificacidn de la totalidad de las cdlulas stem. 
En la jerarquia es altamente probable que existan cdlulas con elevado potencial 
proliferativo, que puedan originar una progenie en cultivo, per0 que ya no tengan 
capacidad de auto-renovation [Buick R.N. 19811. A1 mismo tiempo cdlulas stem 
arrestadas en Go podrian no entrar en ciclo y no formar colonias. 
Distintos trabajos demostraron la existencia de una buena correlacion entre ambos 
mdtodos, incorporaci6n de [!HI dT y capacidad clonog6nica [Mackillop W.J. 
1983 (2)]. En un trabajo de Mackillop y col., cdlulas obtenidas de ascitis de pacientes con 
carcinomas de ovario fueron fiaccionadas mediante un gradiente de densidad, 
obtenikndose subpoblaciones con distintas propiedades. El anhlisis de estas fiacciones 
revel6 que la misma subpoblaci6n contenia, tanto la totalidad de las cklulas con capacidad 
clonogtnica, como las que incorporaban [ 3 ~  dT [Mackillop W.J. 19821. 
En forma semejante en nuestro laboratorio se aislaron seis subpoblaciones celulares de 
distinta densidad a partir de cklulas de carcinoma mamario MCF-7.  sta as resultaron 
diferentes en diversos aspectos: TLI, velocidad de crecirniento, capacidad de generar en 
cultivo las otras subpoblaciones celulares, eficiencia clonogknica y expresi6n de distintos 
marcadores tumorales. Una de estas subpoblaciones (fiacci6n E), conteniendo menos del5 
% de las cklulas totales, present6 el mhs alto TLI, la mayor capacidad clonogknica y la 
mhs alta velocidad de crecimiento, sugiriendo asi que podria contener a las cklulas stem. 
Cuando las distintas subpoblaciones celulares heron crecidas en cultivo, esta fiacci6n E 
(y ninguna de las demhs) pudo generar todas las otras subpoblaciones; mientras que 
ninguna de las restantes fiacciones pudo generar a la subpoblaci6n E. [Resnicoff M. 1987; 
Podhajcer O.L. 19881. Estos resultados demuestran que: 1) existe una buena correlacibn 
entre TLI y capacidad clonog6nicaY y 2) si bien ambos mktodos tienen limitaciones, 
permiten una buena identificacibn de las cklulas stem. 
. En 10s idtimos aiios nuevas tkcnicas de mayor simplicidad heron desarrolladas para 
identificar cklulas en proliferacibn, como por ejemplo: 
Marcacidn con 5-Bromodeoxiuridina (BrdU): 
BrdU es un anhlogo de la timidina que, a1 igual que ksta, se incorpora al ADN de las 
cClulas en proliferaci6n durante la fase S del ciclo celular. Tiene la ventaja de poder ser 
detectado por inmunohistoquimica con un anticuerpo anti-BrdU, resultando entonces mhs 
sencillo para deterrninaciones de rutina [Meyer J.S. 19931. 
Anticuerpo Monoclonal (AMC) Ki-67: 
Este AMC reacciona con una proteina nuclear expresada por cklulas proliferantes en las 
distintas fases del ciclo celular: GI, Gz, S, y M. Ctlulas quiescentes (Go) no son detectadas. 
A1 igual que la marcaci6n con BrdU puede revelarse por inrnunohistoquimica, con la 
ventaja adicional de no requerir una incubaci6n previa del tejido fresco antes del ensayo 
[Crispino S. 1989; Burguer P.C. 19861. 
AMC anti-PCNA ("proliferating cell nuclear antigen"): 
PCNA es una proteina asociada con la ADN polimerasa que es expresada en el nucleo de 
cklulas que sintetizan ADN activamente. Por lo tanto, mediante AMC anti-PCNA es 
posible detectar por inmunohistoquimica cklulas en fase GI tardia y fase S del ciclo 
celular [Galand P. 1995; Cher M.L. 1995; Connolly K.M. 19931. 
Determinacidn de c6lulas en fase S por citometria de flujo: 
Mediante tkcnicas de citometria de flujo puede evaluarse la distribution de las cklulas 
en las distintas fases del ciclo celular, y cuantificarse asi la fiacci6n de cklulas en fase S. 
Pueden analizarse tanto muestras tumorales hscas, congeladas, o embebidas en parafina, 
lo que permite la realizacibn de estudios retrospectivos [Herman C.J. 1992; Dressler L.G. 
1988; Saez R.A. 19891. 
En general, una buena correlaci6n ha sido demostrada entre estos mktodos, y a cada uno 
de ellos se le ha atribuido significado pron6stico [Karnel O.W. 1989; He W. 1994; 
Dressler L.G. 1993; Einspahr J. 1995; Cher M.L. 1995; Iatropoulus M.J. 19961. Esto no 
resulta soprendente, dado que todos ellos reflejan esencialmente el mismo proceso 
biol6gico. 
IV - MARCADORES TUMORALES 
Como hemos discutido la secci6n anterior, numerosas alteraciones ocurren en las cklulas 
tumorales durante la progresi6n neoplsisica, originando la expresihn anormal de diversos 
genes. Esto se manifiesta tanto por la aparici6n de productos mutados, como por la 
desregulacion de la expresidn de genes normales, expresi6n de genes en etapas del 
desarrollo inadecuadas, etc. Las cklulas cancerosas presentarh entonces molkculas 
normalmente ausentes, o existentes en bajas concentraciones, en cklulas normales. La 
identificaci6n de estos productos puede resultar de gran valor en la clinica oncol6gica ya 
que representan "marcadores turnorales". 
Los "marcadores tumorales" son mol6culas de muy diversas clases, presentes en el 
tejido tumoral o en fluidos corporales de pacientes con chncer, cuya deteccidn resulta 
de utilidad para establecer o precisar el diagndstico, como indicador prondstico de la 
evolucidn de la enfermedad, o para orientar o monitorear terapias. 
Esta definicibn incluye entonces una gran cantidad de moldculas "asociadas a1 tumor", ya 
Sean propias de un tip0 de tumor o de un estadio particular, o indicadoras de ciertas 
caracteristicas como agresividad, potencial metasthsico, sensibilidad o resistencia a 
determinados tratarnientos, etc. Estas molkculas pueden estar presentes en la membrana de 
cklulas tumorales, intracelulamente, en matriz extracelular, o ser liberadas a sangre u 
otros fluidos corporales. Debido a la distinta naturaleza quimica y localization de 10s 
marcadores tumorales, las tdcnicas de deteccibn serh  tambikn muy diversas, incluyendo 
mdtodos bioquimicos, inmunolbgicos, histoquimicos, moleculares, etc. 
Una gran proporcibn de estas molkculas han sido identificadas mediante el uso de tdcnicas 
inmunolbgicas. En muchos casos fueron detectadas a travks de anticuerpos xenogeneicos, 
es decir producidos en otras especies animales, luego de la inmunizacibn con cdlulas de un 
tumor. De ahi que estos marcadores Sean fiecuentemente llamados "antigenos 
tumorales", a pesar de que en la gran mayoria de 10s casos no despiertan una respuesta 
inmune especifica en el paciente. 
Siendo 10s marcadores tumorales molkculas de naturaleza tan heterogknea, resulta dificil 
establecer una clasificacibn estricta de 10s mismos. Sin embargo, no es el objetivo 
presentar aqui una revisibn de 10s mWples marcadores tumorales, sino mhs bien describir 
ciertos grupos de particular relevancia, especialmente en carcinomas mamarios, y 
ejemplificar como estos pueden contribuir en el diagdstico, pronbstico ylo terapia del 
chcer. 
Anti~enos oncofetales : 
Se han denominado asi a molCculas que normalmente se expresan en determinados tejidos 
durante el desarrollo fetal, dejan de expresarse -0 lo hacen en cantidades minimas- en 
tejidos del adulto, y son re-expresadas en cklulas cancerosas. Dado que estos marcadores 
son moldculas normales en estadios fetales, no resultan inmunogdnicas cuando reaparecen 
en el tumor. 
El "antigen0 carcinoembrionario" (CEA) fue de 10s primeros en describirse [Gold P. 
1965 (I), (2)]. Se expresa normalmente durante 10s dos primeros trimestres de gestacibn 
en mucosa del tracto gastrointestinal y es re-expresado en diversos carcinomas 
(gastrointestides, mama, pulmbn, etc.) [Thompson J.A. 199 1; Robbins P.F. 19931. CEA 
es una glicoproteina presente en membrana plasmhtica, que tambidn se libera a1 fluido 
extracelular, siendo habitualmente detectada en suero de pacientes con carcinomas. 
Actualmente representa uno de 10s marcadores tumorales de mayor importancia clinica: 
-Dado que la concentraci6n de CEA en suero correlaciona con el estadio de la enfermedad 
y particularmente con la masa tumoral, es ampliamente utilizado 'como marcador para 
diagn6stico y seguimiento de 10s pacientes con chcer [Wagener C. 1981; Go V.L.W. 
1982; Seregni E. 1992; Bravo A.I. 19851. 
- AMC anti-CEA son utilizados exitosamente para radioinmunolocalizaci6n de tumores 
que expresan CEA (CEA') [Hertel A. 1990; Goldenberg D.M. 19901. 
- Recientemente se han comenzado a desarrollar mdtodos de detecci6n de micromet4stasis 
en m6dula 6sea y nddulos linfhticos de pacientes con carcinoma gastrointestinal o 
mamario, basados en la identificacibn de cdlulas CEA' mediante la amplificaci6n del 
ARNm-CEA por RT-PCR ("'reverse transcriptase-polymerase chain reaction") [Gerhard 
M. 1994; Mori M. 19951. 
Una descripci6n mhs detallada de la estructura molecular y funci6n del CEA se presenta 
en la Introducci6n del Capitulo I1 de esta Tesis. 
Marcadores especificos de teiido o de diferenciacibn: 
Son molkculas que se expresan comunmente en un determinado tejido, en cierto estadio 
de la diferenciacibn celular normal. Las c6lulas tumorales suelen presentar marcadores de 
diferenciaci6n propios del tejido del cual se originan. Siendo estas molkculas normales 
para el organismo, evidentemente no inducirh respuesta inmunol6gica a1 ser expresadas 
en 10s tumores. 
Estos marcadores, si bien no son especificos de tumor, resultan de suma importancia para 
establecer o precisar diagnosticos. Corrientemente, el examen de una muestra tumoral por 
el pat6logo se basa en el andisis macro- y microsc6pico de rasgos arquitecturales, 
histol6gicos y citol6gicos. Esto en muchos casos permite concluir un diagn6stico certero. 
Sin embargo, con fiecuencia la escasks o complejidad de la muestra hacen que este 
analisis no sea suficiente para permitir una precisa deterrninaci6n del origen de la 
neoplasia. En estos casos resulta particularmente litil el estudio de marcadores especificos 
de tejido. Numerosos AMC han sido desarrollados contra distintos marcadores, y estos en 
general son evaluados por tkcnicas de inmunohistoquimica o citometria de flujo. 
Estos estudios son especialmente Btiles en el diaga6stico de las neoplasias hematologicas, 
para establecer el linaje celular y estadio especjfico. Tambih se utilhm habitualmente para 
determinar el origen de una methstasis en casos donde el tumor primario no ha sido 
identificado, o para detectar micromethstasis en ganglios Waticos o mkdula 6sea. En 
algunos tumores indiferenciados de origen incierto, es necesario utilizar una bateria de 
AMC contra marcadores espeficos de tejido [Batifora H. 19881. Un ejemplo de este tipo 
de marcadores, ampliamente utilizado en la detection de metastasis ocultas en mkdula 
osea, son las citoqueratinas, caracteristicas de cklulas de origen epitelial [Ellis G. 1989; 
Schlimok G. 1990; Azumi N. 19871. 
. Glicoproteinas v elicoliDidos de membrana aberrantemente ~licosilados: 
Diversas alteraciones en la glicosilacion de glicoprotemas y glicolipidos ocurren 
fiecuentemente en las cklulas cancerosas, causando la aparicion de mol6culas anormales en 
la superficie celular [Hakomori S. 1985; KimY.S. 1992, 1990; Ho S.B. 19911. Puesto que 
10s glicoconjugados presentes en la membrana p ladt ica  e s th  involucrados en mliltiples 
fenomenos de reconocimiento celular, adhesion celula-cklula, etc., estos cambios 
estructurales en 10s carbohidrat os pueden afectar importantes propiedades de la superficie 
celular, y estarian estrechamente relacionados con el proceso de invasion de tejidos y 
comportamiento metastisico [Hakomori S. 1985; Taki T. 1996; lmai K 19961. Como 
consecuencia de esta ghcosilacion aberrante pueden producirse cambios conformacionales 
en las mol6culas y exponerse nuevos epitopes, normalmente ocultos o ausentes en la 
estructura normal. Por lo tanto estos glicoconjugados modiflcados pueden servir como 
marcadores tumorales. 
Un grupo particularmente importante dentro de este tipo de marcadores son las mucinas. 
Las mucinas son proteinas de elevado PM (> 200.000) altamente glicosiladas, presentes en 
membrana o secretadas, sintetizadas por una variedad de tejidos epiteliales. En 10s epitelios 
normales su localizacion esta restringida a la superficie apical de cklulas secretoras. Varias 
mucinas se encuentran tambib expresadas abundantemente en chceres de origen epitelial. 
En las cklulas tumorales las mucinas suelen presentar alteraciones en el patron de 
glicosilacion, lo que provoca la exposicion de regiones cripticas de la porcion proteica de 
la molecula [Ho J. J. 1994; Verma M. 1994; Kim Y.S. 1992; Ho S.B. 19911. 
Un ejemplo muy estudiado es la mucina codificada por el gen MUCl,  expresada y 
secretada en diversos epitelios n o d e s .  Esta mucina, denominada MUCl o muy 
fiecuentemente "mucina epitelial polimorfica" (PEM), es una glicoproteina integral de 
membrana cuya porcion extra-citopladtica contiene un n h e r o  variable de repeticiones 
"en tandem" de una secuencia de 20 aminoacidos. En algunos carcinomas, como el 
carcinoma mamario, PEM se encuentra sobreexpresada y glicosilada en forma anormal 
(incompletamente glicosilada), lo que determina que ciertas secuencias de la unidad 
repetitiva, nonmlmente enmascaradas, queden expuestas y resulten particularmente 
antighicas [Gendler S.J. 1990; Brockhausen I. 1995; Patton S. 1995; Girling A. 19891. 
Varios AMC producidos contra carcinomas mamarins humanos reconocen determinantes 
antighicos de PEM y en especial un epitope de 3 a 5 aminoacidos dentro de la secuencia 
hidrofilica 'T D T R P A A' contenida en la unidad repetitiva [Briggs S. 1993; Burchell J. 
1989; Nuti M. 19921. Puesto que estos AMC no reconocen c6lulas de epitelios normales 
donde PEM es expresada correctamente, resultan de utilidad clinica para establecer 
diagnosticos, radiolocalizar tumores y focos metastasicos, y p otencialmente para 
inmunoterapias [Skolapenko G.B. 1995; Verma M. 1994; Peterson J.A. 19951. 
Por otra parte, anticuerpos especificos anti-PEM han sido detectados en el suero de 
pacientes con carcinoma mamario, pancrehtico y de colon [Rughetti A. 19931. Esto 
sugiere que PEM puede ser reconocida como antighica por el propio sistema inmune 
humano y abre la posibilidad de inducir la inmunidad contra cklulas tumorales que 
expresan PEM (PEW) mediante vacunas con PEM o p6ptidos derivados. En un trabajo 
reciente se ensayaron en ratones vacunas preparadas con pbtidos sint&cos derivados de 
la region repetitiva de PEM, de distinta longitud y secuencia. Los resultados mostraron 
que: 1) h e  posiile inducir alto titulo de anticuerpos espedicos hacia ciertos p+tidos, 2) 
estos anticuerpos reconocieron cklulas tumorales PEW, y 3) lo mis interesante, 10s 
ratones inmunizados adquirieron protection a un posterior d e d o  con cklulas tumorales 
PEM' [Zhang S. 19961. Investigaciones posteriores deberb determinar si es posiile 
aumentar la inmunidad contra PEM en pacientes por tratamientos con vacunas tumorales. 
Algunos ensayos clinicos ya han sido iniciados [Zhang S. 1996, Finn 0. 19951. 
Puesto que PEM es uno de 10s marcadores analjzados en este trabajo de Tesis, en la 
Introduccihn del Capitulo I1 se presentan algunos detalles de su estructura molecular y su 
posiile h c i o n  biolbgica. 
Oncogenes : 
Los proto-oncogenes codifican para proteinas que ac* normalmente como factores de 
crecimiento, receptores de factores de crecimiento, transductores de seiiales, reguladores 
transcripcionales y reguladores de hciones nucleares. Este sistema integrado juega un rol 
fundamental en el control de la proliferacibn celular. Distintas alteraciones en estos genes 
pueden conducir a su activacibn, transformhndolos en oncogenes. Los oncogenes pueden 
codificar para proteinas cuya expresi6n en las c6lulas tumorales sea s610 cuantitativamente 
diferente a las c6lulas normales (por amplificacibn gen6tica o sobre-expresibn), o para 
productos cualitativamente diferentes (por mutaciones en la secuencia codificante). En 
ambos casos la identificacibn de estos oncogenes o sus productos resulta importante, ya 
que pueden servir como marcadores tumorales de valor pron6stic0, diagnbstico, y aim 
terapkutico. 
Uno de 10s oncogenes m h  fiecuentemente alterados en chcer y por lo tanto mas 
investigados como marcador tumoral es erbB-2, tambih llamado HER-2/neu. Este gen 
codifica para un receptor transmembrana de 185 kDa con actividad de tirosina kinasa, 
altamente homblogo a1 receptor del factor de crecimiento epid6rmico (EGFR) [Bargmann 
C.I. 1986; Yamamoto T. 19861. erbB-2 es un rniembro de una familia de genes 
relacionados que incluye ademhs a erbB-I (gen del EGFR), erbB-3 y erbB-4; 10s cuatro 
genes son generalmente co-expresados en distintas combinaciones, en diversos tejidos 
humanos. Una variedad de p6ptidos ligandos con capacidad de estirnular a1 receptor erbB- 
2 han sido descriptos, llamados en conjunto neuregulinas (NRGs); todos ellos swgirian a 
partir de un imico gen, por splicing alternative. Distintos estudios mostraron que estos no 
se unen directamente a erbB-2, sino que erbB-3 y erbB-4 ac& como coreceptores: las 
NRGs se unen a erbB-3 y erbB-4 y la heterodimerizacibn de 10s receptores permite la 
activaci6n de erbB-2 [Hynes N.E 1994 (revisibn)]. Se ha demostrado que las NRGs 
pueden inducir crecimiento y diferenciacibn en c6lulas epiteliales, glides y musculares, y 
cumplen roles esenciales durante el desarrollo embrionario weyer D. 19951. 
Distintos mecanismos pueden llevar a la activacibn de erbB-2 transformtindolo en 
oncogknico, bhsicamente: 1) sobre-expresibn de la proteina normal, ya sea por 
amplificacibn gendtica ylo alteraciones en la transcripcibn y 2) mutaciones puntuales en el 
dominio transmembrana [Hynes N.E 19941. erbB-2 se encuentra amplificado ylo sobre- 
expresado en diversos chceres humanos, principalmente carcinomas de mama, ovario, 
ghtrico y de pulm6n [Hung M-C. 1995; Hynes N.E 19941. Esta observaci6n ha 
impulsado importantes heas de investigacibn, tratando de determinar su rol en la 
progresi6n neoplasica, utilidad como marcador pron6stico ylo predictivo de respuestas a 
terapias y su potencial uso como un blanco terpdutico. 
Numerosos estudios clinicos han reportado que erbB-2 esth amplificadolsobre-expresado 
en aproximadamente un 30 % de 10s carcinomas mamarios, y que 10s elevados niveles de 
expresi6n de erbB-2 correlacionan con pobre pron6stico (medido como sobrevida total e 
interval0 libre de enfermedad). Entre 10s pacientes con met8stasis en ganglios lidaticos 
regionales esta correlaci6n positiva ha sido demostrada [Slamon D.J. 1987, 1989; Wright 
C. 1989; Gusterson B. 1992; Toikkanen S. 1992; Hung M-C 1995; Hynes N.E 19941. En 
pacientes sin metlistasis en ganglios regionales el valor pron6stico de erbB-2 es a h  
conflictivo. Entre estos enfermos un 70 % evoluciona favorablemente luego de la cirugia; 
sin embargo, no existe a1 momento forma de identificar con certeza el 30 % restante que 
presenta alto riesgo y que por lo tanto deberia recibir una terapia mas agresiva. Con 
respecto a erbB-2, mientras que algunos grupos reportan una correlacibn significativa 
entre su elevada expresibn y una evoluci6n desfavorable en estos pacientes, otros tantos 
fallan en detectar esta asociaci6n [Slarnon D.L 1989; Clark G.M. 1991; Wright C. 1989; 
Gusterson B. 1992; Toikkanen S. 1992; Hynes N.E 19941. 
Por otra parte, distintos estudios clinicos demostraron una correlaci6n positiva entre la 
sobre-expresi6n de erbB-2 y la resistencia a deterrninadas drogas quimioterapCuticas 
[Gusterson B. 1992; Tsai C-M. 1993; Hynes N.E 19941. Sin embargo tambidn sobre este 
punto existen discrepancias entre diversos grupos [Hynes N.E 19941, posiblemente debido 
a1 empleo de diferentes esquemas terapduticos y grupos reducidos de pacientes. 
Posteriores estudios actualmente en curso, con gran niunero de pacientes y un seguirniento 
m h  prolongado, deberh evaluar la significacibn de erbB-2 como marcador pron6stico 
independiente y como factor predictivo para la terapia. 
La presencia aumentada de erbB-2 en cdlulas tumorales y su localizaci6n en la superficie 
celular, hacen de esta proteina un blanco ideal para dirigir terapias atineopliisicas. 
Distintas estrategias han sido descriptas, y su posible aplicaci6n clinica es a h  objeto de 
estudio. Diversos AMC generados contra el dominio extracelular de la proteina erbB-2 
inhiben el crecimiento de celulas tumorales in vitro e in vivo al ser utilizados solos 
[Hartwerth I.M. 1992; Hudziak RM. 1987; Kasprzyk P.G. 19921 o acoplados a drogas 
quimioterapeuticas o radioisbtopos [Hancock M.C. 1991; De Santes K. 19921. En 
modelos animales la sobre-expresihn de erbB-2 en celulas tumorales aumentb la 
malignidad y potencial metastasico; mientras que la inhibicibn de la expresibn de este gen 
suprimio el fenotipo malign0 [Hung M.C. 19951. Ciertos inhliidores de la transcripcihn 
del promotor erbB-2 heron administrados a ratones portadores de tumor (mediante 
liposomas o vectores adecuados), logrhdose suprimir el crecimiento tumoral y aumentar 
la sobrevida [Hung M.C. 19951. Estos resultados son alentadores en cuanto al posiile 
desarrollo de terapias dirigidas a erbB-2 en humanos. 
Genes sunresores de tumor : 
Otro grupo de genes que juegan un rol esencial en la regulacibn de la proliferacibn celular 
son 10s "supresores de tumor" [ver secci6n II]. Estos genes codilican para protemas que 
actilan normalmente limitando la proliferacion; por lo tanto su inactivation puede provocar 
la perdida del control de la division celular, resultando en una proliferacion descontrolada. 
Deleciones o mutaciones que inactiven a estos genes pueden ser criticas en la iniciacibn y 
progresion neophisica. La identificacibn de estas alteraciones -tanto a nivel de ADN, ARN 
o proteina- puede resultar de gran valor para el diagnbstico, pron6stic0, monitoreo y 
tratamiento del chcer. 
Un ejemplo interesante es el gen p53. La inactivacibn de este gen es el evento gendico 
miis fiecuentemente detectado en chceres humanos. p53 esti localizado en el brazo corto 
del cromosoma 17 y codilica para una proteina nuclear de 53 kDa que fhciona como un 
regulador negativo de la prolif"aci6n y se expresa en la mayoria de las cehdas del 
organism0 [Revisiones: Hinds P.W. 1994; Malkiu D. 1994; Donehower L.A. 19931. La 
proteina p53 a h a  como factor transcriptional, regulando la expresion de otros genes. 
Entre ellos induce la transcripcibn del gen WAFl(= CIPl =p21) cuyo producto se une al 
complejo de ciclina GI- Cdk2 (Cdk2: proteina kinasa dependiente de ciclina) que 
normahente permite a la c6lula atravesar la transition Gl/S del ciclo celular. La union del 
producto de WAN inhibe la actividad de este complejo, bloqueando asi el pasaje a fase S. 
En cklulas normales 10s niveles de p53 son bajos y es th  regulados durante el ciclo 
celular: p53 aumenta en fase G1 tardia y es degradada rapidamente (vida media: 30 a 60 
minutos). Estos niveles se incrementan en respuesta a la presencia de daiios en el ADN, 
determinando la detenci6n del ciclo celular antes de la transici6n Gl/S. Esto permite a la 
cklula reparar su ADN, de lo contrario entra en proceso de apoptosis [Hinds P.W. 1994; 
Malkin D. 19941. En aquellas cklulas donde p53 estA inactivada la detenci6n en GI no 
ocurre y el ADN alterado se replica, fijhdose la mutaci6n. Esto puede representar uno de 
10s pasos importantes en la iniciaci6n del chcer: al no estar p53 o estar inactiva, se pierde 
un sistema que podria bloquea la proliferaci6n de cklulas que han sufiido una mutaci6n 
carcinogknica. A su vez, esto permite la generaci6n y fijaci6n de posteriores mutaciones 
importantes en la progresi6n neoplkica [Lane D.P. 1992; Malkin D. 19941. 
Distintos tipos de mutaciones enp53 han sido detectadas en mdtiples chceres humanos 
(mama, colon, ghtrico, tumores de sistema nervioso, etc.). Cuando estas alteraciones 
heron analizadas, el patr6n mi% fiecuente observado result6 ser: una mutaci6n puntual 
(generalmente sustituci6n de un aminohcido por otro) en uno de 10s alelos de p53, 
acompaiiada por pkrdida del otro alelo. Sin embargo en algunos casos pudo identificarse 
un tip0 particular de mutantes que presentaba: un alelo salvaje y el otro con una mutacibn 
dominante que codifica para una proteina inactiva, cuya conformacidn se encuentra 
alterada. En estos mutantes la oligomerizaci6n entre proteinas salvajes y mutantes (p53 
normalmente se agreaga formando olighneros) determina que el complejo adopte una 
conformaci6n alterada y sea inactivo [Donehower L.A. 1993; Malkin D. 19941. 
Un analisis detallado de las mutaciones de p53 detectadas en tumores mostr6 que la gran 
mayoria ocurren en deterrninados "puntos calientes" localizados en regiones muy 
conservadas en la evoluci6n. En carcinomas de colon y mama m h  del 90 % de las 
mutaciones observadas mapean en cuatro "puntos calientes". En contraste con la proteina 
p53 salvaje, estas formas mutantes resultan ser miis estables y acumularse 
intracelularmente; por lo tanto pueden ser fhcilrnente detectadas por inrnunohistoquimica 
[Donehower L.A. 1993; Finlay C.A. 19881. 
Diversos trabajos han demostrado que la determinaci6n de estas alteraciones de p53 en el 
tejido tumoral pueden ser un buen indicador pron6stico de la sobrevida y evoluci6n del 
paciente [Donehower L.A. 19931. En general la presencia de altos niveles de p53 
determinados por inmunohistoquimica, o la detection directa de mutaciones por tkcnicas 
moleculares, han sido asociadas con ma1 pron6stico. Esto h e  especialmente demostrado 
en carcinomas mamarios, en 10s que se ha propuesto que p53 puede servir como 
marcador, contribuyendo a identificar aquellos pacientes sin metzistasis en ganglios 
linfiticos regionales per0 cuyos turnores son de crecimiento agresivo, y en 10s cuales es 
necesario una quimio- u hormono-terapia adyuvante [Allred D.C. 1993; Silvestrini R. 
1993 (2); Pate1 D.D 1996; Bergh J. 19951. Si bien hay aim algunos resultados 
controversiales respecto del uso de p53 como marcador, la discusi6n esta bhsicamente 
centrada en la tCcnica utilizada para detectar las mutaciones y no en el valor pronostico de 
Cstas [Sjogren S. 1996; Kovach J.S. 1996; Chen Y.H. 1995; Lohmanr~ D. 19931. 
Receptores hormonales : 
Algunos tumores, como el carcinoma mamario, son especialmente influenciados en su 
comportamiento por la acci6n de distintas hormonas. En estos casos la determination de 
la presencia de receptores hormonales en el tumor representa un marcador de gran valor. 
En carcinomas mamarios por ejemplo, la evaluacibn de receptores de estr6geno (RE) y de 
progesterona (RPg) resulta doblemente importante. En primer lugar permite predecir la 
respuesta clinica a tratamientos endocrines, ya que se ha demostrado que la capacidad de 
responder a hormonoterapia esth asociada con la presencia en el tumor de RE y RPg. La 
segunda razon es que, pacientes cuyos tumores presentan RE y RPg evolucionan mas 
favorable que aquellos que carecen de estos receptores. 
Dada la relevancia de estos receptores en chcer de mama, s e r h  descriptos en mayor 
detalle en la seccion siguiente. 
v - RECEPTOR ESTROGENICO Y RECEPTOR DE PROGESTERONA EN CANCER 
DE MAMA HUMANO: 
El epitelio mamario normal esth regulado por diversas hormonas, entre ellas estrogenos y 
progesterona (Pg). El crecimiento, regulation y progresion de un alto porcentaje de 10s 
carcinomas mamarios es tambiCn fuertemente influenciado por estas hormonas. 
Aproxirnadamente un 65 % de 10s carcinomas de mama humanos expresan RE y RPg. 
El RE, junto con otros receptores de diversas hormonas esteroideas, pertenece a una 
familia de receptores nucleares con alta homologia entre d, cuyos miembros regulan 
numerosos procesos fisiologicos y morfol6gicos en respuesta a la union con sus ligandos. 
Estos receptores actinn como fictores transcripcionales dependientes de ligando: cuando 
las hormonas se unen al receptor correspondiente inducen un cambio conformacional, lo 
que permite que el complejo hormona-receptor interacthe con secuencias del ADN 
especificas en 10s promotores de diversos genes blanco. De esta forma estos complejos 
regulan (mduciendo o inhibiendo) la expresion de otros genes. 
El a n W  de la estructura molecular del RE permiti6 distinguir distintos dominios 
hcionales. El dominio llamado C, corresponde a la region de union al promotor de genes 
regulados por estrogenos, en especial a una secuencia en el ADN denominada "elemento 
respondedor a estrogenos" (ERE). Este dominio posee dos regiones de union al ADN con 
estructuras de tip0 "dedos de zinc". El RE posee a d e d s  la region de union a estrogenos 
que mapea en el dominio E, un dominio D que a& como bisagra uniendo las dos 
regiones anteriores (C y E) y el dominio A/B que m t e ~ e n e  n la regulation de la a c t ~ d a d  
de RE como factor transcriptional. Existen a d d s  otras regiones importantes en la 
h c i o n  de RE corno: una sdal  de localizacion nuclear y una region de dimerizacion 
[Sluyser M. 1990; Horwitz KB. 1994; Klinge C.M. 19921. 
Se ha descripto que 10s estrogenos mducen la expresion de diversas proteinas en las cdlulas 
tumorales, entre ellas: RPg, catepsina D, pS2, Hsp27, c-Myc, TGF-a y diversos factores 
de crecimiento [Chalbos D. 1982; Brown A.M.C. 1984; Horwitz KB. 1978; Chamness 
G.C. 1989; DeFriend D.J. 1994; Osborne C.K 1990; Cavailles V. 1991; Rochefort H. 
19951. Numerosos estudios realizados tanto en tumores primaries como en lineas cehllares 
de carcinoma mamario human0 han demostrado que 10s estrogenos acttian como agates 
mitoginicos, mduciendo la proliferation ceular. De ahi que la terapia hormonal d s  
ampliamente aceptada en pacientes con chcer de mama se basa en el uso de antagonistas 
de estr6genos, como el tamorcifeno [Chalbos D. 1982; Kung W.M 1986; Lykkesfeldt A.E. 
1986; Osborne C.K 1990; Jeng M.H. 1993; Harris J.R 19931 
El RPg pertenece a la misma famila de receptores nucleares y posee dominios 
hcionales hom6logos al RE. Dos isoformas del RPg han sido descriptas denominadas A 
y B. En c4lulas de carcinoma mamario humano 10s PM de estas proteinas son 95.000 y 
120.000 Da respectivamente. RPg A corresponde a una forma truncada de RPg B que 
carece de 164 aminohcidos en el exremo amino terminal. Ambas derivan de un mismo 
gen por iniciacibn alternativa de la traducci6n a partir de dos codones AUG ubicados en 
el rnismo marco de lectura. Miis recientemente se demostrb que estas formas se originana 
de distintos ARNm transcriptos a partir de dos promotores diferentes. El dominio Am, 
localizado en el extremo amino terminal, difiere entre ambas isoformas del RPg y jugaria 
un rol importante en la activacibn diferencial de 10s diversos genes blanco [Sluyser M. 
1990; Chamness G.C. 1989; Kastner P. 1990; Chalbos D. 19941. 
A1 igual que el RE, el complejo RPg - Pg ac th  como factor transcripcional regulando 
positiva o negativamente la expresibn de diversos genes [Savoldi G. 1995; Chalbos D. 
1990, 19941. Asi por ejemplo, en carcinomas mamarios humanos inhibe la expresibn de 
RE y de varios genes inducidos por estr6genos. 
Diversos autores demostraron que la Pg ejerce un efecto inhibitorio sobre la proliferacibn 
celular en chcer de mama hurnano [Sutherland R.L. 1988; Musgrove E.A. 1991; Gill 
P.G. 19911. Contrariamente algunas investigaciones seiialan que, tanto la Pg como ciertas 
progestinas utilizadas en 10s anticonceptivos, pueden estimular la proliferacibn celular. 
Sin embargo varios autores mostraron que estos efectos proliferativos ocurren a dosis 
farmacolbgicas, y que pueden deberse a una reactividad cruzada con el RE y no a un 
efecto mediado por RPg [Shi Y .E. 1 994; van der Burg B. 199 1, 1992; Jeng M.H. 19921. 
Mientras que el efecto de las progestinas solas sobre la proliferacibn celular en 
carcinomas mamarios todavia es debatido, es generalmente aceptado que inhiben el efecto 
mitogknico del estradiol sobre estas cdlulas. Mhs a h ,  las progestinas son utilizadas a 
menudo con kxito en el tratamiento del chcer mamario, siendo la segunda opcibn en 
terapias endbcrinas [Hissom J.R. 1987; Chamness G.C. 1989; Chalbos D. 1994; Harris 
J.R. 19931. 
Como se mencionb en la seccibn anterior (seccibn IV: Marcadores Tumorales), la 
presencia de RE y RPg en carcinomas mamarios resulta un marcador muy importante 
para predecir la respuesta a terapias hormonales; por lo tanto su determinacibn en las 
biopsias tumorales es hoy una ptrictica clinica de rutina. Cabe seiialar sin embargo, que la 
respuesta a las terapias hormonales suele ser transitoria, observhdose fiecuentemente 
una evolution hacia la hormono-resistencia. Los mecanismos por 10s cuales tumores 
originalmente respondedores se vuelven hormono-resistentes no es th  a h  aclarados, pero 
es probable que e s th  ligados a la heterogeneidad celular caracteristica de 10s carcinomas 
mamarios, ya que la expresion de estos receptores no es uniforme en todas las cehdas de 
un tumor. Como se verai mhs adelante, uno de 10s objetivos de este trabajo de Tesis 
ha sido investigar el origen de esta heterogeneidad celular en la expresi6n de 
receptores hormonales en 10s carcinoma mamarios humanos. 
VI - ANTICUERPOS MONOCLONALES Y CANCER 
Miiltiples investigaciones han sido realizadas para desarrollar anticuerpos que reconozcan 
moliculas diferencialmente expresadas en tumores, con el fin de utilizarlos en 
diagnostico y terapias antitumorales. Los primeros trabajos se llevaron a cab0 inmunizando 
animales con cdlulas tumorales o extractos de las mismas. Esto permitio obtener 
anticuerpos con cierto grado de especificidad hacia el tejido tumoral, pero 
simultheamente con otros dirigidos contra diversas moleculas comunes a tejidos 
normales. Posteriormente, y con la idea de dismiuuir la production de anticuerpos 
inespecificos, en algunos trabajos se usaron como inmunogenos antigenos purificados en 
lugar de extractos celulares. 
Utilizando estos anticuerpos policlonales se desarrollaron tecnicas inmunologicas que 
posibilitaron la identificacion de celulas tumorales o moleculas secretadas por estas, sobre 
muestras de tejido o suero de 10s pacientes. Estas tkcnicas -como la inmunohistoquimica, 
inmunokorescencia, el uso de anticuerpos unidos a isotopos radioactivos, etc.- 
contribuyeron signiticativamente en el diagnostico y tipificacion de tumores. Sin embargo, 
fiecuentemente estos anticuerpos reaccionan en forma cruzada con moleculas propias de 
tejidos nomales, afectando la interpretation de 10s resultados. 
A 10s iines terapeuticos su utilizacion ha sido muy limitada por diversos factores, 
incluyendo: la necesidad de inyectar altos niveles de proteina (con el consecuente riesgo de 
anafjlaxis a1 no ser el suero de origen humano), la reactividad cruzada con tejidos normales 
y la dificultad de normalizar 10s distintos lotes de un anticuerpo. 
El desarrollo de 10s AMC represent6 un extraordinario avance que permitib superar en 
gran medida estos problemas. En 1975 K6hler y Milstein reportaron la producci6n de 
anticuerpos homogineos, con una especificidad iinica, a partir de cClulas h'bridas 
resultantes de la fusion de una c6lula productora de anticuerpos (linfocito B) sensibilizada 
contra un determinado antigen0 y una cilula proveniente de un mieloma. Esta cClula 
h'brida o hibridoma secretaba anticuerpos cuya especificidad estaba determinada por el 
linfocito B y era a su vez virtualmente inmortal debido a la naturaleza maligna del 
mieloma [Kiihler G. 19751. La tdcnica evolucion6 Apidamente elirninhdose la 
contaminacibn con anticuerpos derivados del mieloma (utilizando una linea celular de 
mieloma no secretora) [Galfie G. 198 11 
Desde entonces una inmensa variedad de AMC han sido desarrollados contra diversos 
tipos de marcadores tumorales. La posibilidad de producir en gran escala AMC contra 
marcadores tumorales ha generado grandes expectativas en cuanto a su uso para lograr 
diagnosticos y tratamientos antitumorales miis efectivos y selectivos 
A 10s fines diagndsticos 10s AMC han resultado de s u m  utilidad tanto en estudios in 
vitro como in vivo: 
In vitro se utilizan de rutina en una gran variedad de determinaciones sobre muestras 
tumorales o fluidos corporales, ya sea para establecer diagnbsticos m h  precisos, 
determinar el origen de un tumor o methstasis, evaluar el grado de avance de la 
enfermedad y pron6stic0, predecir respuestas a terapias, etc. En la actualidad es posible 
evaluar la gran mayoria de 10s marcadores descriptos previamente (antigenos oncofetales, 
marcadores de diferenciacibn, oncogenes, genes supresores de tumor, indice proliferativo, 
presencia de receptores hormonales, etc.) mediante el empleo de AMC. 
Las primeras aplicaciones de anticuerpos in vivo en el diagnbstico de pacientes con chcer 
se realizaron con el fin de detectar la presencia y localizacibn de tumores primarios o 
focos metastiisicos, utilizhdose para ello anticuerpos conjugados con radiois6topos. Por 
medio del monitoreo visual externo es posible detectar el radioinmunoconjugado que, 
dada su especificidad por a l g h  marcador tumoral, deberh localizase mayoritariamente en 
la zona del tumor. Este mitodo de diagnbstico por imhgenes, denominado radioinmuno- 
deteccidn, se ha perfeccionado mucho y su uso se ha extendido ampliamente en 10s 
idtimos aiios. Inicialmente varios estudios heron realizados utilizando anticuerpos 
policlonales antitumorales en modelos animales y luego en pacientes [Goldenberg D.M. 
1974, 1978; Mach J.P. 1974, 1980; Ford C.H.J. 19861. Con el desarrollo de 10s AMC 10s 
radioinmunoconjugados resultaron herramientas ideales para detectar metistasis ocultas, 
realizar monitoreos post-qukhgicos y detectar tempranamente recurrencias [Colcher D. 
1987; Esteban J.M. 1987; Goldenberg D.M. 1990; Hertel A. 1990; Gallinger S. 1993; 
Doerr R.J. 19911. Para esto se requieren AMC que reconozcan con alta especificidad 
antigenos expresados en las cklulas tumorales, ya que la reactividad del AMC con cklulas 
normales podria conducir -por mecanismos inmunol6gicos- a Mas en el tejido. 
Por otra parte el uso terapbutico en pacientes con chcer de AMC dirigidos contra 
marcadores tumorales es actualmente un hea de intensa investigacibn. Distintas 
estrategias de aplicaci6n han sido desarrolladas, dependiendo de las propiedades del 
AMC y de la naturaleza y localizaci6n celular del antigeno que Bste reconoce. Estos AMC 
pueden utilizarse solos (no modificados) o conjugados con agentes citot6xicos. 
La aplicaci6n del AMC no conjugado requiere que su uni6n al antigeno especifico pueda 
desencadenar alguna reacci6n de citotoxicidad directa hacia la cklula blanco, o bien 
interferir con la proliferaci6n y diferenciacibn celular. Aquellos AMC con capacidad de 
mediar reacciones inmunol6gicas de citotoxicidad celular (ADCC = citotoxicidad celular 
dependiente de anticuerpo), o bien lisis a travks del sistema de complemento humano, 
pueden en principio ser utilizados sin modificar. Ademzis, es necesario que el antigeno 
correspondiente sea expresado en la superficie celular, y que el complejo antigeno-AMC 
no sea riipidamente internalizado, sino que pennanezca en la membrana celular el tiempo 
suficiente para permitir que ocurra la reacci6n de citotoxicidad. Es tambibn importante 
que el antigeno estk presente en la gran mayoria de las cklulas tumorales, o a1 menos en la 
subpoblaci6n de cklulas stem, responsables de la proliferaci6n celular en el tumor. 
Por otra parte, diversos agentes citot6xicos como toxinas, drogas o radiois6topos, han 
sido conjugados a AMC con prop6sitos terapduticos. El uso de AMC como vehiculos 
para dirigir drogas citot6xicas o toxinas requiere el reconocimiento de un antigeno en la 
superficie de las cBlulas cancerosas, seguido de la endocitosis del conjugado AMC-droga 
o toxina. Tambikn en este caso es importante tener en cuenta quk poblaci6n celular dentro 
del tumor expresa el antigeno, y seri por lo tanto blanco de la terapia. Con respecto a1 
empleo de radioinmunoconjugados, la heterogeneidad antigknica es en principio menos 
problemiitica, puesto que se requieren algunas c6lulas que expresen el antigen0 para dirigir 
10s radioisotopos a1 tumor, donde el efecto toxic0 seria ejercido sobre las c 6 b s  vecinas 
independientemente de la expresion antigbica. 
En 10s idtimos aiios se han desarrollado W l e s  estrategias terapkuticas, inchyendo: 
- el acoplamiento de AMC a diferentes drogas, toxinas o radioisotopos, y la utilizacion de 
distintas tkcnicas de conjugation. 
- el uso de diversos protocolos de tratamiento, terapias combmadas de AMC con 
citoquinas o con agentes quimioterap6uticos. 
- la construction de AMC quimhicos recombinantes humano/murinos para disminuir la 
formacion de anticuerpos anti-inmunoglobutinas de raton (HAMA). 
- la utilizacion de fiagmentos de AMC Fab o F(ab')2] para aumentar la difusihn y 
penetracion del AMC en el tumor. 
Varias de estas estrategias han sido probadas en modelos animales con resultados 
alentadores y actualmente se esth ensayando en humanos [George A. 1994; Riethmuller 
G. 1994; Bajorin D. 1990; Mordoh J. 1995; Orlandi R 1992; Wawrzynczac E.J. 1992; 
Trail P.A. 1993; Carrasquillo J.A. 1986; Bast RC. 1985; Nadler L.M. 1984; Myklebust 
A.T. 19931. Tratamientos con AMC, ya sea en conjuncion con complemento o conjugados 
con agentes citotoxicos, se utilizan exitosamente para eliminar m vitro c6lulas tumorales a 
partir de m6dula h a ,  en pacientes sometidos a transplantes aut6logos. 
OBJETIVOS : 
Como hemos visto en esta Introduccion existe una gran diversidad en el comportamiento 
de 10s carcinomas mamarios humanos, siendo en muchos casos dificil predecir la evolucion 
de la enfermedad y la respuesta a terapias antineopliisicas. Por otra parte, y a pesar de la 
alta complejidad alcanzada en el tratamiento del chcer mamario, Bste continlia siendo una 
de las principales causas de muerte entre las mujeres. R e d a  necesario entonces lograr 
una mayor comprension de la biologia del chcer de mama e investigar nuevas 
modalidades terapkticas. 
Se ha planteado tambih aqui que 10s carcinomas mamarios son tumores heterogheos 
caracterizados por la coexistencia de diversos tipos celulares. La identificacion de las 
distintas subpoblaciones celulares que componen 10s tumores, asi como el estudio de la 
interrelacion entre las mismas, podria ayudar a la comprension del comportamiento 
tumoral y al diseiio de nuevas terapias sobre bases mis racionales. De particular relevancia 
resulta la caracterizacion de cBlulas stem tumorales, con capacidad ilimitada de 
proliferacion y responsables del crecimiento y diseminacion del tumor. 
En base a estas observaciones dos obietivos principales han sido planteados en este 
trabajo de Tesis: 
L- La caracterizacibn de las distintas subpoblaciones celulares presentes en 
carcinomas mamarios humanos, con respecto a capacidad proliferativa, 
presencia de receptor estrogCnico y receptor de progesterona y expresi6n de 
diversos marcadores tumorales asociados a carcinoma de mama. 
Para Csto se evalu6 en primer lugar la presencia de RE y RPg con el fm de 
identificar en quC subpoblaci6n celular se expresan dichos receptores. 
Particularmente se busco determinar si las cBlulas stem tumorales presentan RE y/o 
RPg o si por el contrario estos receptores se expresan durante la diferenciacion 
celular, asociados a una pBrdida en la capacidad proliferativa. Los redtados 
obtenidos se presentan y discuten en el Ca~itulo I de esta Tesis. 
Se estudi6 tambiCn la expresi6n de diversos marcadores tumorales asociados 
a carcinoma mamario humano con el objeto de identificar distintas etapas en 
el proceso de diferenciacibn celular. Se busc6 establecer una secuencia de 
expresi6n de marcadores tumorales a medida que disminuye la capacidad 
proliferativa y progresa la diferenciacibn celular. 
Para el estudio de 10s distintos marcadores se utilizaron AMC previamente 
descriptos, y se incluyeron tambih AMC recientemente desarrollados en nuestro 
laboratorio contra carcinoma mamario humano. En el Capitulo 11 se presentan y 
discuten 10s resultados. 
IL- Selecci6n de AMC contra carcinomas mamarios humanos, con capacidad de 
mediar efectos citot6xicos contra sus cklulas blanco y que reconozcan 
antigenos expresados en cClulas indiferenciadas, de alta capacidad 
proliferativa, idealmente en cklulas stem. 
En el Capitulo III de esta Tesis se describen 10s redtados correspondientes a un 
AMC desarrollado en nuestro laboratorio, FC-2.15, su reactividad y propiedades 
hcionales. 
Expresi6n de Receptor EstrogCnico y Receptor de Progesterona 
en Carcinoma de Mama Humano 
Se ha demostrado que aproximadamente un tercio de pacientes con carcinoma de mama 
responden a terapias hormonales y que la capacidad de responder a estos tratamientos esth 
asociada con la presencia en el tumor de RE y especialmente Wg. Esta h a c i d n  esth 
basada en el hecho que 10s indices de respuesta son aproximadamente del 10 % para 
pacientes con tumores RERE/RPg-; 30 % para RE+/RPg- ; 80 % para RE+/RP~+, siendo el 
subgrupo RERE/RPg+ demasiado pequefio para permitir conclusiones significativas 
[McGuire W.L. 1986; Thorpe S.M. 19871. Sin embargo, como se mencionb previamente, 
a h  pacientes inicialrnente respondedores presentan con fiecuencia recurrencias de la 
enfemedad a distintos intervalos de tiempo. Este cambio en la respuesta estaria 
relacionado con la heterogeneidad celular existente dentro de la masa tumoral, y distintas 
posibilidades han sido propuestas para explicar el origen de dicha heterogeneidad: 
- Una de ellas se basa en la coexistencia en el tumor de clones celulares independientes 
RE+A2Pg+ y RERE/RPg-. Asi, la hormonoterapia actuaria sobre 10s clones positivos, 
mientras que 10s clones negativos podrian sobrevivir y repoblar el tumor [Poulsen H.S. 
19811. Sin embargo, esta hipbtesis no puede explicar el hecho que la mayoria de 10s 
tumores recurrentes son a h  RE' [Taylor R.E. 19821. 
- Se ha propuesto tambikn m a  hipbtesis alternativa basada en la presencia de m a  jerarquia 
celular en el tumor [Selby P. 1983; Buick R.N. 1984 (2)]. Como se describib en la 
Introduccibn General (seccibn III) las cklulas tumorales pueden clasificarse funcionalmente 
en tres categorias principales: a) cklulas stem, indiferenciadas, con capacidad de auto- 
renovarse y de originar progenie que comienza un proceso de diferenciacidn; b) cklulas 
semidiferenciadas, todavia capaces de dividirse per0 ya comprometidas en el proceso de 
diferenciacibn, y c) cklulas diferenciadas que han perdido su capacidad de proliferar. De 
acuerdo a este modelo, el RE y el W g  estarian ausentes en las cklulas stem tumorales, y 
serian recikn expresados en el curso de la diferenciacibn celular. Esta hipdtesis es apoyada 
por trabajos que muestran una relacidn inversa entre la expresidn de RE/RPg y el grado de 
diferenciacibn tumoral [Spyratos F. 19921. En base a este modelo la hormonoterapia 
actuaria sobre progenie de cklulas diferenciadas conduciendo a un enriquecimiento en 
cklulas stem. 
Existen pocos datos experimentales que permitan distinguir entre estas alternativas, lo que 
podria ayudar en la comprensidn de la biologia del chcer de mama y el mecanismo de 
accion in vivo de 10s antiestr6genos sobre el tumor. Trabajos previos de nuestro 
laboratorio realizados sobre tumores prirnarios y lineas celulares han apoyado el modelo 
de cklulas stem identificando y aim aislando subpoblaciones celulares con distinta 
capacidad proliferativa y diferente expresibn de marcadores tumorales [Podhajcer O.L. 
1986; Resnicoff M. 1987; Sorin I. 19881. 
En esta primera etapa del trabajo el objetivo fue investigar si las c6lulas en 
proliferacihn presentan RE ylo RPg o si, por el contrario, la expresihn de estos 
receptores ocurre en el curso de la diferenciacihn celular y asociada a una p6rdida de 
capacidad proliferativa. 
RESULTADOS 
1.- Analisis de la expresi6n de RE y RPg en carcinomas de mama humanos. 
Muestras tumorales obtenidas de 34 pacientes con carcinoma primario de mama heron 
inicialmente analizadas para expresi6n de RE y RPg. Para esto se obtuvieron cortes 
histol6gicos de dichos tumores en cribstato, y sobre secciones consecutivas de cada tumor 
se realizaron inmunohistoquirnicas con AMC anti-RE y AMC anti-RPg respectivamente, 
tal cual se describe en Materiales y Mktodos (secci6n 1. 3). Los preparados se observaron 
a1 microscopio evaluhdose independientemente 10s porcentajes de cklulas que expresan 
RE (cklulas RE') y RPg (cklulas RPg+). Fueron considerados positivos para la expresih 
de un determinado receptor, aquellos tumores donde un nlimero mayor o igual a1 5 % de 
las cklulas tumorales expresaban dicho receptor. Las cklulas RE' o RPg' presentaron 
coloraci6n marr6n en su nucleo, tal como se muestra en la figura 2 . 
Pudo observarse que 20 de 10s 34 tumores heron RE', de 10s cuales 18 tambikn 
expresaron RPg, mientras que 2 heron RPg- . Los restantes 14 tumores resultaron RE- 
RPg-. Dado que se buscaba investigar la capacidad proliferativa de aquellas cklulas que 
expresaban receptores hormonales, solamente 10s 18 tumores RE' RPg' heron incluidos 
en este estudio. La tabla 3 resume datos clinicos de 10s pacientes cuyos tumores heron 
analizados y las caracteristicas histopatol6gicas de dichos tumores. 
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Figura 2. Deteccidn de RE y RPg en carcinomas mamarios humanos. 
La expresion de RE y RPg se determino por inmunohistoquimica con AMC anti-RE (A y B) y AMC 
anti-RPg (C y D) s e g h  se describe en Materiales y MPltodos. A: carcinoma RE' ; B: RE- ; C: RPg' ; D: 
RPg- . Aumento: 400 x. 
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Tabla 3: Datos clinicos y anilisis histopatol6gico 
I 
Post 
Post 
Post 
Pre 
- (Hombre) 
Post 
Pre 
Post 
Post 
Post 
h e  
Post 
Post 
Post 
Post 
Post 
Post 
Post 
Ductal infiltrante 
Ductal infiltrante 
Ductal infiltrante, NOS 
Ductal infiltrante, NOS 
Ductal infiltrante, NOS 
Ductal infiltrante, NOS 
Ductal infiltrante 
Ductal infiltrante, NOS 
Ductal infiltrante 
Lobulillar infiltrante 
Ductal infiltrante, NOS 
Ductal infiltrante, NOS 
Lobulillar infiltrante 
Ductal infiltrante, NOS 
Ductal infiltrante 
Ductal infiltrante, NOS 
Lobulillar in situ e infiltrante 
Lobulillar infiltrante 
El d i s i s  histopatol6gico fue realizado por las Dras. A.I. Bravo e I. Sorin del Servicio de Patologia 
del Hospital Castex Los sistemas de clasificaci6n utilizados figuran en Materiales y M&odos 
L.- Anllisis de las subpoblaciones celulares RE+ y RP$. 
Con la idea de estudiar si ambos receptores hormonales se expresaban simultheamente en 
las mismas cklulas tumorales, se compararon las subpoblaciones celulares RE' y RPg+ con 
respecto a su tamafio y superposicibn. Trabajos previos han demostrado que la sintesis de 
RPg es inducida por estrbgenos en lineas celulares de carcinoma mamario hurnano 
[Horwitz K.B. 1978; Charnness G.C. 19891. Si se asume que cuando las cklulas tumorales 
expresan RE riipidamente se induce la expresibn de RPg y que RPg no regula 
negativamente la expresibn de RE, ambos receptores deberian coexistir en las mismas 
cClulas. Sin embargo, ambas subpoblaciones celulares podrian no superponerse si la 
inducci6n de RPg mediada por RE es un proceso lento, o si +om0 se describib en lineas 
celulares- RPg tiene un efecto inhibitorio sobre la expresibn de RE. 
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Se compar6 entonces en primer lugar, el tamdo de ambas subpoblaciones celulares. Para 
esto se deterrninaron en cada tumor 10s porcentajes de c61ulas RE+ y RP$ por inmuno- 
histoquimica en cortes histol6gicos independientes, como se describio en la secci6n 
anterior. En la figura 3 se presentan 10s resultados obtenidos para 10s 18 tumores 
evaluados. Como se observa, en todos 10s tumores existe heterogeneidad celular con 
respecto a la expresi6n de receptores hormonales. A h  en tumores con alta expresi6n de 
RE o RPg, coexisten ct5lulas positivas y negativas. Por otra parte, como muestra la figura, 
si bien ambas subpoblaciones celulares no coinciden en tamaiio para un dado tumor, 10s 
porcentajes promedio de c6lulas RE+ y R&+ de 10s 18 tumores resultaron equivalentes 
(media SEM : RE+ 36,8 2.5 % ; RPgf 39,3 t 4.1 %). 
0 
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tumor 
Figura 3: Expresi6n de RE y RPg en carcinomas mamarios. 
Los porcentajes de cdlulas RE+ y RP~+ fueron detenninados sobre cortes histol6gicos por inmunohisto- 
quimica como se describi6 en Materiales y Mdtodos. Todas determinaciones se realizaron por duplicado y se 
evaluaron entre 3000 y 5000 cdlulas por corte de tejido. En el recuadro se muestran 10s valores promedio 
(media & SEM) de 10s 18 tumores analizados. 
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Para investigar si RE y RPg eran co-expresados en las mismas cClulas tumorales, se 
realizaron inmunohistoquimicas sobre cortes histol6gicos de cinco de estos tumores, donde 
ambos AMC (anti-RE y anti-RPg) heron agregados sirnulthearnente, como se describe 
en Materiales y Mktodos (secci6n 1. 3). Dado que RE y RPg tienen localizacidn nuclear, 
10s nucleos positivos en este experiment0 podian contener uno o ambos receptores. En 
todos 10s tumores analizados con esta doble reacci6n se observ6 que el n h e r o  de cClulas 
positivas detectadas con ambos anticuerpos utilizados simultheamente, h e  mayor que el 
detectado utilizando cualquiera de ellos por separado, per0 menor que el obtenido 
surnando las 2 determinaciones individuales. La figura 4 muestra, para cada tumor, el 
porcentaje de cClulas positivas detectadas por cada uno de 10s AMC por separado (% 
celulas RE' y % cClulas RPg3 y el detectado cuando ambos AMC heron utilizados a1 
mismo tiempo (% cClulas RE' ylo RPg3. Se estim6 entonces la cantidad de c6lulas que 
estarian co-expresando ambos receptores, como se muestra en la figura, siendo Cstas entre 
22,6 y 28.7 % de las cClulas totales. Estos resultados indican que en chcer de mama REf 
RPg', existen 4 categorias celulares: RE- RPgG ; RE' R P g  ; RE' RPg' y RE- RPg' . 
3.- Estabilidad del RE y el RPg 
Con el objeto de estudiar la capacidad proliferativa de las cdlulas que expresan receptores 
hormonales, las muestras tumorales debian ser incubadas a 37°C en medio minimo 
esencial Eagle's (MEM) rnhs 10 % suero fetal bovino (FBS) en presencia de [ 3 ~  dT para 
marcar las cClulas en proliferacidn, y a continuaci6n realizar la deteccidn de RE y RPg 
(Materiales y MCtodos, secci6n 1. 6). Por lo tanto h e  necesario verificar primer0 que 
dichos receptores no se alteraran bajo estas condiciones experimentales. Se analizd 
entonces la estabilidad del RE y el RPg cuando 10s fiagmentos tumorales eran incubados 
por distintos tiempos a 37°C en MEM rnhs 10 % FBS. 
Inicialmente fiagmentos derivados de 4 tumores se incubaron durante 4 hs, siendo Cste el 
tiempo reportado en la tCcnica descripta por Sorin y col. [I9881 para la deterrninaci6n del 
indice proliferative. Sobre estas muestras se analiz6 la expresibn de RE por 
inmunohistoquimica y pudo observarse que en estas condiciones el RE no se conserv6 
(dato no mostrado). Se realizaron entonces incubaciones por tiempos rnhs cortos (0,30,60 
y 120 min.) y se analizd la estabilidad del RE en tumores obtenidos de 15 pacientes. 
RE- RPg+ 
6.8 % 
RE. Rp9- 
W.l l b  
RE- RPa- 
RE+ ylo RPg+ = 49.9 % P z Y  
Cinco turnom fueroa anatilslAnc fl12, T18, T17, T5 y T7). Sabre corks 
h i s t o ~ ~ ~ c i a l e s d e c a d a u n o  s e ~ ~ c a s  om 
AMC anti-RE, um AMC anti-RPg y con ambos AMC s~~ para 
dekdar Celulas RE+, c4lulas RPg+ y dlulas RE+ ylo RPg+ respechmab. 
Los muadros muestran 10s valores obtenidos para cada tumor. A partir de e m  
datos se determid la d d a d  de C e 1 h  que. mepresan ambos nxeptores 
como se observa en 10s @COS. 
dlh RE+; Celulas RPg+ 
Capitulo I 
Los resultados se presentan en la figura 5.A y muestran que, mientras en algunos tumores 
(7115) el porcentaje de cilulas RE+ permaneci6 estable por a1 menos 2 hs a 37"C, en otros 
(8/15) las cilulas perdieron rsipidamente el RE. Cuando el mismo tipo de ensayo se repiti6 
anali-dose la expresidn de Wg, el porcentaje de cdlulas Wg+ permanecid constante por 
a1 menos 2 hs a 37°C en todos 10s tumores estudiados (n = 9) (figura 5.B). 
Se eligid entonces para 10s experimentos de detecci6n simulthea de expresi6n de 
receptores hormonales y sintesis de DNA, realizar incubaciones con ['a dT de 30 
minutos, siendo 6ste el tiempo mkimo de incubacibn tal que 10s porcentajes de c6lulas 
RE+ y Wg+ permancian constantes. 
tiempo (minutos) 
tiempo (minutos) 
Figura 5. Estabilidad de RE y RPg. 
Los hgmentos tumorales heron incubados a 37OC en MEM mhs 10 % FBS durante distintos intervalos de 
tiempo. A continuaci6n se reali ion cortes histoldgicos y se d e t d 6  la expresi6n de RE (A) y RPg (B) 
por inmunohistoquimica como se describe en Materiales y Mdtodos. Se evalu6 el porcentaje de c61ulas 
positivas tomando como 100 % el n h e r o  de cdlulas positivas en las muestras congeladas inmediatamente 
despuds de la cirugia. Los datos presentados corresponden a la media * SEM . (A: n = 15; B: n = 9). 
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4.- Analisis de la expresi6n de RE y RPg en cClulas en proliferaci6n 
El proposito de este experiment0 fue investigar la capacidad proliferativa de las celulas 
que expresan RE o RPg en carcinomas de mama humanos. Particularmente se busco 
determinar si las celulas en proliferacion presentan dichos receptores hormonales, 6 si 
estos se encuentran en celulas ya diferenciadas incapaces de dividirse. 
Un trabajo previo de nuestro laboratorio fue realizado tratando de definir si las celulas 
ciclantes en carcinoma mamario expresan RE [Podhajcer O.L. 19861. Este estudio se bas6 
en el fiaccionarniento celular de turnores primarios y una posterior caracterizacion de las 
subpoblaciones celulares obtenidas, y sugiri6 que las celulas en proliferacion en su 
mayoria carecian de RE. Sin embargo, las condiciones usadas para la disociacion celular 
involucraban la disruption de la arquitectura tisular normal, pudiendo ocasionar perdidas 
de RE y/o introducir alteraciones no fisiologicas. En el presente trabajo se abordo 
nuevamente el problema utilizindose una tecnica que permite la deteccidn simulthnea de 
proliferacion y expresion de proteinas celulares, preservando la estructura del tejido 
tumoral (Materiales y MCtodos, section 1. 6). Para esto, se incubaron fiagmentos 
tumorales durante 30 minutos a 37°C en presencia de [ 3 ~  dT, luego se realizaron cortes 
histologicos, se determino la presencia de RE / RPg por inmunohistoquirnica y sobre el 
mismo preparado se detectaron celulas en proliferaci6n (que replican su ADN) por 
autoradiografia. En la figura 6 se muestra un tumor en el que se analizd la sintesis de 
ADN y la expresion de RPg y, como puede apreciarse, se distingue claramente la 
incorporation de [ 3 ~ ]  dT en las subpoblaciones celulares RPg+ y R P g  . 
Se determino entonces el indice de marcacibn con [ 3 ~  dT (TLI) de las subpoblaciones 
celulares RE+, RE-, RPg+ y RPg-, calcul4ndose para cada una de ellas el porcentaje de 
celulas que incorporaron dT como se describe en Materiales y Metodos (seccibn 
1.6). La figura 7 muestra 10s resultados obtenidos para 10s 18 turnores analizados. 
Figura 6. Expresihn de RE y RPg en cilulas en proceso de sintesis de ADN. 
Las muestras tumorales fueron incubadas en presencia de ['HI dT y sobre cortes histologicos se determino 
presencia de RPg por inmunoIustoquimica y replication &I ADN por autoradiografia, como se 
describe en Materiales y Metodos. La figura muestra celulas sintetizando ADN R P ~ +  (A) y RPg- (B). 
Aumento: 1000 x. 
Con respecto a la expresibn de RPg (Fig. 7. A) puede verse que en cada tumor la 
capacidad proliferatha de la subpoblacion celular RPg- fbe mayor que la de las cklulas 
RPg+, resultando esta diferencia altamente significativa (p < 0,001) de acuerdo al test de 
Wilcoxon para muestras apareadas (Wilcoxon signed rank test, GraphPad Software Inc.). 
Este consistente resultado determino que el TLI promedio de la subpoblacion de cklulas 
RPg- sea 4,48 veces mayor que el TLI de la poblacibn RP~'  (media * SEM = 0,94 
0,13 % y 0,21 k 0,05 % respectivamente). 
Como surge a1 comparar las figuras 3 y 7.A, no existe correlacion entre el tamaiio de cada 
subpoblacion (% de cklulas RPg' y RPg-) y su respective TLI. Asi por ejemplo, en 10s 
tumores # 1,2,3, 5, 7 y 10, donde d s  del50 % de las c6lulas fberm RPg' (ver Fig. 3), 
el TLI de la subpoblacion R P ~ +  fUe muy bajo, inferior al de las cklulas RPg- (ver Fig. 7. 
A), y en algunos casos directamente cero (# 1,2,3). 
. El comportamiento replicativo de las subpoblaciones celulares RE- y RE' fbe d s  
variable (Fig. 7. B). Aunque en la mayoria de 10s tumores las cklulas RE- presentaron 
mayor capacidad proliferatha que las RE', en cuatro de ellos se verifico una relacion 
opuesta; siendo entonces la diferencia entre ambos TLIs estadisticamente no sigdicativa. 
El 'I'LI promedio de la subpoblacion RE- result6 entonces s6lo levemente mayor que el 
TLI de las cklulas RE': media * SEM= 0,74 * O,11 % y 0,53 * 0,16 % respectivamente. 
Tampoco aci se observe concordancia entre el tamafio de cada subpoblacion (Fig. 3) y sus 
indices de proliferation (Fig. 7. B). Como ejemplo pueden verse 10s tumores # 1, 2 y 3 
donde la poblacibn de cklulas RE' vario entre 20 y 50 % (ver Fig.3), y el TLI de la misrna 
fbe cero (ver Fig 7. B). 0 10s tumores # 15, 16, 17 y 18 donde la poblacion RE' present6 
mayor capacidad proliferatha que la RE y sin embargo las cklulas RE' no superaron el 30 
% de las cklulas totales del tumor. 
Esta falta de correlacion entre el porcentaje de c6lulas en una dada subpoblacion y su 
respectha capacidad proliferativa, sugeriria que las c6lulas receptor hormonal-positivo y 
las receptor hormonal-negativo pertenecen a subpoblaciones interrelacionadas, d s  que a 
clones independientes. 
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Figura 7. TLI de las subpoblaciones celulares RPg', RPg-, RE+ y RE . 
Sobre muestras tumorales incubadas 30 minutos en presencia de [31-Ij dT se determind expresi6n de RPg 
(A) o RE (B) y replicacidn del DNA. El indice de marcaci6n con [ 3 ~  dT (TLI) de las distintas 
subpoblaciones fue calculado evduhdose las mnas perisfkcas de 10s fiagmentos tumorales como se 
describi6 en Materides y Mdtodos. Cada determinacih fk realizada por duplicado y se analizaron miis de 
3500 cdlulas por corte histol6gico. El TLI promedio de 10s 18 tumores analizados para cada subpoblaci6n 
he: TLI RPg = 0,94 * 0,13 %; TLI RP~ '  = 0,21 0,05 %; TLI RE- = 0,74 rt O,11 %, TLI RE' = 0,53 & 
0,16 % (media * SEM). 
A partir de 10s datos correspondientes a1 tamafio de cada subpoblaci6n celular y su TLI 
(figuras 3 y 7), las cklulas proliferantes h r o n  clasificadas de acuerdo a su positividad 
para RE y RPg. Los resultados mostrados en la tabla 4 indican que la mayoria de las 
&lulas en replicaci6n carecen de dichos receptores hormonales: un 24,8 h 4,l % de Cstas 
expresan RE, mientras que s610 un 11,2 k 2,4 % son RP~'. El anhlisis estadistico de 10s 
datos revel6 diferencias altamente significativas (p < 0,Ol) entre ambos receptores a1 
comparar su expresi6n en cklulas proliferantes (test de Wilcoxon para muestras apareadas). 
# 17 41 19 
# 18 63 15 
Media * SEM 24,s * 4,1 113 * 2,4 
Tabla 4 : Relaci6n entre repIicaci6n celular y expresi6n de receptores hormonales. 
La proporci6n de c8ulas en replicaci6n que expresan RE y RPg fue calculada a partir de 10s 
datos reportados en las figuras 3 y 7. El n h e r o  total de c6lulas evaluadas que incorporan 
[ 3 ~ ]  dT fue definido como 100%. 
Capitulo I 
Finalrnente, y para verificar que el corto tiempo de incubaci6n usado en este estudio no 
afectara la distribuci6n de las cdlulas marcadas con [3H] dT entre 10s compartirnientos 
RE' 1 RE- y R P ~ '  1 FWg-, cinco muestras tumorales (# 1, 7, 10, 15 y 18) se incubaron en 
pnsencia de [IH'I dT por 30 y 60 minutos, y en ambas condiciones se rnidio: a) el TLI 
total del tumor; b) la proporcih de c6lulas marcadas con [ 3 ~  dT, FWg+, y c) la 
proporci6n de cdlulas marcadas con [3H] dT, RE'. 
Se utilizaron para este ensayo tumores cuyo RE haya probado ser estable (figura 5. A). 
Los resultados mostraron que, a 60 minutos el TLI promedio de estos 5 tumores aument6 
en un 55.8 % con respecto a1 TLI de 10s 30 minutos. Sin embargo el porcentaje promedio 
de cdlulas marcadas con [3H] dT que expresan receptores hormonales no cambi6 
significativamente. En el caso de RPg, Bste vari6 de 17,6 * 6,4 % (30 min.) a 20,2 * 4,9 
% (60 min.), y para RE de 29,O 10,5 % (30 min.) a 25,9 k 88, (60 min.), indicando 
que la presencia de receptores hormonales en dlulas en proliferaci6n no se alteraba con 
un mayor tiempo de incubacibn. (Los resultados se presentan como media * SEM). 
En esta primera etapa del trabajo se han analizado el y la capacidad proliferativa 
de las subpoblaciones celulares RE', RE-, RPg+ y RPg-. Los resultados obtenidos indican 
que aunque 10s tamaiios promedio de las subpoblaciones RE+ y RPg' son similares, Bstas 
no son idBnticas. Esta conclusi6n estii basada en que ambas poblaciones celulares 
superponen s61o parcialrnente (Fig. 4) y que el TLI promedio de las celulas REI es 2,5 
veces mayor a1 de las RP~ '  (Fig. 7). 
Cuando 10s indices de proliferacibn de las c6lulas RE' y RE heron comparados (Fig. 
7.B), se observ6 que en la mayoria de 10s tumores la subpoblaci6n que expresa RE tiene 
menor capacidad proliferativa, siendo su TLI en promedio 1,4 veces menor a1 de las 
cClulas RE-. Los resultados mostraron que la expresi6n de RPg estii acompaiiada por una 
mayor restricci6n en la proliferaci6n celular. Esto se refleja en la Fig. 7.A donde se 
observa que, en cada tumor analizado, el TLI de la subpoblaci6n celular RPg' h e  menor 
a1 de la RPg-. 
Los datos reportados aqui seiialaron tambib una considerable heterogeneidad celular en 
la expresion de RE y RPg. En todos 10s tumores coexistieron cBlulas positivas y negativas. 
Una corriente explicaci6n del origen de esta heterogeneidad es la existencia en el tumor 
de clones celulares independientes receptores hormonales-positives y negativos. Para 
aceptar esta hipbtesis, una condici6n necesaria es que ambos tipos celulares (positivos y 
negativos) deben ser capaces de proliferar, y en este trabajo se demostr6 que Bsto es 
verdadero. Por otra parte, de ser Bstos clones independientes, seria esperable una 
correlaci6n directa entre el indice proliferativo de cada tip0 celular y su proporci6n en la 
poblaci6n celular total del tumor, suponiendo similar cindtica de crecimiento para ambos 
clones. (Este supuesto es apoyado por datos de lineas celulares de carcinoma marnario 
humano, que indican que no existe correlaci6n entre el tiempo de duplicaci6n de una linea 
celular y su expresi6n de receptores hormonales [Calvo F. 1984; Chu M.Y. 1985; Bover 
L. 19911). Los resultados obtenidos sin embargo, mostraron que dicha concordancia entre 
proliferaci6n y tamafio poblacional no se verificb. Los datos presentados sugieren que 
c6lulas positivas y negativas para receptores hormonales pertenecen a compartimientos 
interelacionados, y parecen ajustar mejor con la hipbtesis que la presencia o no de RE y 
RPg refleja distintos estadios de diferenciacibn celular (modelo de cBlulas stem). 
Capitulo I 
De acuerdo a 10s resultados presentados puede proponerse el siguiente modelo para la 
expresi6n de receptores hormonales en carcinomas mamarios RE+/RPg+ (Figura 8): 
Las cdlulas stem no expresarian RE ni RPg. Esta conclusi6n es fuertemente apoyada por 
el hecho que s610 24,8 % y 11,2 % de las c6lulas proliferantes son RE' y RPg' 
respectivamente (Tabla 4), y que 10s TLI de las cdlulas que expresan RE o RPg son 
inferiores a 10s de las cklulas negativas (Fig. 7). 
El RE comenzaria a expresarse despuds de algunos ciclos de divisi6n celular y mientras 
todavia se retiene la capacidad proliferativa. 
Posteriormente, el complejo RE - estradiol induciria la expresibn de RPg. Esth descripto 
que la sintesis de RPg es inducida por estr6genos en tejidos normales y tambidn ha sido 
reportado en carcinoma marnario humano [Horwitz K.B. 1978; DeFriend D. J. 19941. El 
estudio del gen de RPg clonado y secuenciado a partir de cBlulas de chcer de mama, 
revel6 la existencia de dos promotores, arnbos inducibles por estr6genos [Kastner P. 
19901. 
La expresi6n de RPg estaria asociada a una pBrdida de la capacidad proliferativa. Esto se 
evidencia en el indice de proliferaci6n marcadarnente bajo de la subpoblaci6n celular 
RPg+. Una vez que el RPg es sintetizado y se une a progesterona (Pg), Bsta podria actuar 
inhibiendo la proliferaci6n celular. La posibilidad que la expresi6n de RPg coincida per0 
no determine la inhibici6n de la proliferaci6n, tambibn debe ser considerada. Sin 
embargo, un efecto inhibitorio direct0 de progestinas sobre la proliferaci6n fue reportado 
en cdlulas de epitelio mamario normal humano [Gompel A. 19861 y en distintas lineas 
celulares de chcer mamario humano RE' RPg' [Sutherland R.L. 1988; Gill P.G. 1991; 
Musgrove E.A. 19911. En estas liltimas ha sido demostrado un arrest0 de las cdlulas en 
fase G1 del ciclo celular. 
Una regulaci6n negativa del RE por acci6n de la Pg fue reportada en lineas celulares de 
carcinoma mamario humano [Berkenstam A. 1989; Alexander I.E. 1990; Savoldi G. 
19951 y ajusta con 10s datos presentados en este trabajo que seiialan que las 
subpoblaciones celulares RE' y RPg', semejantes en porcentaje de cdlulas, superponen 
s610 parcialmente. 
Este modelo pemutma . . ,  explicar las caractedsticas de crecimiento observadas en 10s 
distintos tipos de carcinoma mamario. En 10s tumores bien diferenciados RE+ RPg+, la 
expresion de RPg podria provocar una inhiiicib de la proliferacibn ce&, determinando 
el lento crechiento propio de este tipo de carcinomas. En segundo Mar, en 10s tumores 
RE' RPg- , de diferenciacihn intermedia, las dlulas stem podrian solamente avanzar un 
primer paso en la diferenciacion, pero la ausencia de expresibn de RPg detenuharia una 
mayor tasa proliferativa. Tercero, en 10s tumores RE RPg- las c6lulas stem no estarian 
restingidas por la diferenciaci6n y la proliferacibn celular no &a inbiiida por ac&n de 
la progesterona, siendo entonces estos tumores 10s de crecimiento 6 s  agresivo. 
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Figura 8: Representacidn esquematica de la expresidn de RE y RPg durante 
la diferenciacidn celular en carcinomas marnarios humanos 
Algunas consideraciones hales  merecen ser discutidas. 
- La escasa incorporaci6n de [3Hl dT en las subpoblaciones celulares RE' y R.P~+ podria 
tambih atribuirse a que estos receptores e s th  ausentes en la fase S del ciclo celular. Sin 
embargo, distintos estudios realizados en lineas celulares de carcinoma mamario human0 
han evaluado la expresion de RE y RPg a traves del ciclo celular, y reportaron la presencia 
de ambos receptores durante las distintas fases del ciclo, y particularmente en fase S 
[Jakesz R 1984; Cassanelli S. 199 1, 19951. 
- Los bajos TLIs obtenidos en este estudio son probablemente debidos a 10s tiempos 
cortos de incubation con [ 3 ~  dT necesarios para evitar la desnaturalizacion del RE. Por 
otra parte, esta descripto que el subgrupo de carcinomas mamarios RE' RPg' presenta la 
menor tasa de crecimiento [Vollmer G. 19891. Sin embargo, esto no ha sido relevante en 
las conclusiones discutidas, dado que el inter& de este trabajo estaba enfocado en la 
expresion de receptores hormonales por las cklulas proliferantes mhs que en el TLI de 10s 
carcinomas mamarios. Ademhs, como se demostro aqu& la expresion de receptores 
hormonales por las celulas proliferantes no se modifico con mayores tiempos de 
incubacibn. 
- Los resultados presentados en este trabajo mostraron la existencia de variantes de RE 
con distinta estabilidad. En este punto seria necesario realizar mayores investigaciones para 
determinar el origen y posibles implicancias de estas variantes. Cabe mencionar que 
distintos autores reportaron una heterogeneidad molecular en el RE en cklulas de tumores 
mamarios, caracterizada por la presencia de formas mutantes del receptor, y han analizado 
las consecuncias de dicha heterogeneidad en la respuesta a las terapias hormonales 
[Horwitz KB. 1994; Fuqua S.A. 1991,19921. 
Expresihn de Marcadores Tumorales y Diferenciacibn Celular 
en Carcinoma de Mama Humano 
Como se describib previamente en la Introduccibn General, 10s tumores solidos son 
sistemas complejos en 10s cuales coexisten una variedad de tipos celulares, y la 
diferenciacion constituye una de las kentes de esta diversidad. Existen entonces en 10s 
carcinomas mamarios subpoblaciones celulares que difieren en cuanto a capacidad 
proliferativa y estadio de diferenciacion. La caracterizacion fenotipica de estas 
subpoblaciones, aunque Mcil de obtener en tumores solidos, podria contribuir 
sigu8cativamente a la comprension del comportamiento tumoraL La identiiicacion de las 
cBlulas stem resulta de particular interis, ya que al ser Bstas las responsables del 
crecimiento tumoral deb& ser el blanco esencial de las terapias antineophisicas para 
lograr la erradicacion del tumor. En 10s hhimos aiios una variedad de marcadores 
tumorales heron descriptos en chcer de mama humano y diversos AMC contra estos han 
sido desarrollados (Introduction General, secciones IV y VI); sin embargo, poco se conoce 
acerca de quB subpoblacibn celular expresa estos marcadores. 
En la primera parte de este trabajo de Tesis (Capitulo I) se analizo la expresion de RE y 
RPg en carcinomas mamarios, pudihdose determinar que estos receptores no e s th  
presentes en cBlulas stem, sino que se expresan durante la diferenciacion celular. En dicho 
estudio se u t h 6  una ticnica que permite la determination simulthea de cBlulas en 
proliferaci6n y la expresion de algma molicula de interBs. Se decidio entonces extender 
este analisis e investigar la expresibn de diversos marcadores tumorales con el objeto 
de identificar distintos estadios en el proceso de diferenciacibn celular. Se analizb 
para cada marcador, si su expresibn estaba asociada a la diferenciacibn tumoral y de 
ser asi, en que subpoblacibn celular estaba presente. A travCs de este estudio se bwe6 
determinar si existe una secuencia regular de expresibn de marcadores a lo largo del 
proceso de diferenciacibn celular. 
Se eligieron para esto una serie de marcadores asociados a carcinomas mamarios humanos 
cuya expresion no fluctuara durante el ciclo celular y para 10s cuales se hayan desarrollado 
AMC altamente especificos. Los marcadores analjzados y 10s AMC utilizados para su 
reconocimiento heron 10s siguientes: 
a) PEM: Mucina Epitelial Polim6fica, reconocida por el AMC 436. 
Las cdlulas del epitelio mamario humano presentan en su supeficie apical una mucma 
de alto peso molecular7 denominada PEM o episialina, codificada por el gen MUC-I, 
cuya expresion esti regulada durante el desarrollo [ver Introduccibn General, seccion 
IV]. La porcion proteica central o "core" de PEM esta constituida por un dominio extra- 
citopladtico formado por una secuencia de 20 aminoicidos repetida en tandem en 
niunero variable entre 10s distmtos alelos (entre 21 y 125). Estas secuencias son ricas en 
seriua y treonina que constituyen sitios potenciales de 0-glicosilacion. A d e d s  de esta 
region, la proteiua "core" contiene un dominio transmembrana y un dominio 
citoplasdtico. 
En 10s carcinomas mamarios esta glicoproteina se encuentra sobreexpresada y 
glicosilada en forma aberrante, exponihdose epitopes normahente cripticos en la region 
"core", que resultan altamente inmunog~cos [Burchell J. 1987; Girling A. 1989; 
Brockhausen I. 19951. La h c i o n  de PEM y su posiile rol en la progresion tumoral no 
han sido a h  establecidos, pero distintos resultados seiialan que la sobre-expresion de 
PEM tendria efectos antiadhesivos, dkmhuyendo la adhesibn c6lula - cdlula y cdlula - 
matriz extracelular m e n s  J. 19951. 
El AMC 436 (IgM) h e  desanrollado utilkmdo como itummbgeno un extract0 celular 
(fiaccion enriquecida en membranas) preparado a partir de un conjunto de tumores 
metastisicos de carcinomas mamarios humanos (en ganglios Maticos axilares). El 
epitope reconocido por este AMC fie identificado como una pequeiia secuencia de 
aminoacidos en la unidad repetitha del "core": arg-pro-ala-pro. El AMC 436 reconoce 
carcinomas mamarios primaries y metastSsicos, asi como distmtas lineas celulares de 
cirncer de mama, mientras que no reacciona con tejido mamario normal muti M. 19921. 
b) TAG72: Glicoproteina Asociada a Tumor, reconocida por el AMC B72.3. 
El AMC B72.3 (IgGl ) ha sido desarrollado utilizando como irmnm6geno la fiaccion de 
membranas celulares de un tumor metastisico de carcinoma mamario humano [Colcher 
D. 19811. El antigeno reconocido por B72.3 h e  caracterizado como una glicoproteina 
de alto peso molecular (> 200 000 daltons) con caracteristicas de mucina [Johnson V.G. 
19861 denominado TAG-72 d fur nor-associated glycoprotein). El epitope reconocido por 
B72.3 corresponde a un carbohidrato localizado sobre este antigeno. TAG-72 se expresa 
en carcinomas mamarios y en general en la mayoria de 10s carcinomas humanos 
inchyendo colon, pulmon, ovario, phcreas, gastric0 y es6iigo; mientras que muy bajos 
o nulos niveles de expresibn han sido detectados en tejidos n o d e s .  TAG-72 esta 
presente tambib en tejidos fetales como colon, estomago y esjfhgo, siendo entonces 
considerado un antigeno oncofetal [Thor A. 19861. 
El AMC B72.3 ha sido anministrado a pacientes, demostrando ser altamente eficiente en 
radiolocalizar carcinomas primaries y focos metastasicos [Colcher D. 1987; Esteban 
J.M. 1987; Doerr R J. 199 1; Gallinger S. 19931. En vista de la reactividad selectiva de 
B72.3 hacia carcinomas, una serie de AMC de segunda generacion contra TAG-72, 
como CC49, heron deasarrollados wuraro R 1988; Gallinger S. 19931. 
c) CEA: Antigeno Carcinoembrionario, reconocido por el AMC COL12. 
CEA es una glicoproteina de membrana p ladt ica  de 180 kDa y, como se menciono en 
la Introdccion General (seccion IV), es uno de 10s marcadores tumorales humanos de 
mayor importancia clinica. Originalmente h e  descripto como un antigeno tumoral 
presente en carcinomas de colon [Gold P. 1965 (111. Elevados niveles de CEA han sido 
detectados tambih durante el desarrollo embrionario en mucosa del tracto 
gastrointestinal [Gold P. 1965 (2)] siendo entonces considerado un antigeno oncofetal. 
Posteriormente se observo que su expresibn estaba aumentada en la mayoria de 10s 
chceres gastrointestinales, asi como en carcinomas de mama y pulmon [Thompson 
J.A., 199 1; Robbins P.F. 19931. 
El CEA se encuentra anclado a la membrana p lad t i ca  a traves de glicosil fosfatidil- 
inositol. Distintos estudios han revelado que pertenece a un grupo de glicoproteinas 
estrechamente relacionadas que constituyen una familia ghica, que a su vez pertenece 
a la superfbdia de las inmunoglobulinas [Khan W.N. 1992; Thompson J.A. 19951. 
Aproximadamente 30 genes han sido descriptos en la f h i h  de CEA, todos ellos 
codificados en el cromosoma 19 humano. A1 igual que otros miembros de esta familia, 
CEA esta invohcrado en fenomenos de reconocimiento celular, particularmate media 
adhesion intercelular homofilica y heterofilica (Benchimol S. 1989; Oikawa S, 19891. 
Un gran nixmero de AMCs anti-CEA han sido generados, muchos de 10s cuales poseen 
alta reaccion cruzada con antigenos de la misma familia. Diversos anticuerpos heron 
estudiados simultheamente y agrupados sum su reactividad, pudihdose ad d e h h  
distintos epitopes en la molkcula de CEA [Nap M. 19921. En este estudio se utibd el 
AMC COL-12 (IgG1) wuraro R 19851. Este AMC h e  generado utilizando como 
inmunogeno la fiaccion enriquecida en membranas celulares de carcinoma humano de 
colon y su reac t~dad probo ser altamente especifica hacia CEA. COL-12 reconoce un 
epitope de naturaleza peptidica presente en la molkcula de CEA y no compartido con 
otros miembros de la familia. 
d) NCA-90: Antigeno no especifico de reacci6n cruzada - 90 kDa, reconocido por el 
AMC B6.2 . 
Numerosas glicoproteinas han sido descriptas en la familia de CEA con alta homologia 
entre si. La primera en ser identificada fbe un antigen0 de alta reaccion cruzada con CEA 
presente en diversos tejidos n o d e s  y en carcinomas de distinto origen, al que se 
denomino NCA (nompeczJic wms-reacting antigen) [von Kleist S. 19721. 
Posteriormente se comprobo que exMan midtiples formas de NCA con distintos pesos 
moleculares y que se expresaban diferencialmente en distintos tejidos. El clonado 
molecular de diversos genes de la familia del CEA [Thompson J.A. 19911 ha permitido la 
identification de a1 menos dos genes codificantes para NCAs: NCA 50190 y NCA 95. 
NCA 50190 c o a c a  para varias formas previamente descriptas como NCA, NCA-50, 
NCA-90, NCA-55 y TEX parnett T. 1988; Hefta S.A. 19901.  sta as comparten idthtica 
secuencia peptidica, per0 difieren marcadamente en su contenido de carbohidratos y por 
lo tanto en su peso molecular. NCA-95 en cambio, es product0 de un gen dif'erente y 
se expresaria solo en granulocitos [Arakawa F. 19901. 
En este estudio se analizo la expresion de NCA-90. Esta glicoproteina se encuentra 
presente en carcinomas de mama, colon y pulmon (tanto en tumor como en plasma), y en 
granulocitos normales [Robins P.F. 1993; AUard W.J. 1994; Audette M. 19871. A1 igual 
que CEA, NCA participa en procesos de reconocimiento celular, mediando adhesion 
intercelular homofilica y heteroaca [Oikawa S. 19891. 
Existen actualmente numerosos AMC que reconocen NCA-90. Muchos de ellos heron 
originalmente seleccionados como AMC anti-CEA y reaccionan en forma cruzada con el 
NCA, dada la alta homologia entre estas mol6culas. En este estudio se utilizo el AMC 
B6.2 (IgG1). Este AMC fbe generado utilizando como inmunogeno la fiaccion de 
membranas de cklulas de un tumor metastisico de carcinoma mamario hurnano y 
demostro reconocer especficamente un epitope proteico en el NCA-90 y no tener 
reaccion cruzada con CEA [Colcher D. 1981; Kufe D.W. 1983; Robbins P.F. 19931. 
e) CaMBrl, reconocido por el AMC MBrl. 
EL AMC MBrl (IgM) f ie  desarrollado inm-do ratones BALBIc con membranas 
celulares provenientes de una linea celular de carcinoma mamario humano: MCF-7. 
Este AMC reconoce un antigen0 (CaMBrl) expresado en membrana plasmhtica de 
cdlulas de carcinoma de mama y epitelio mamarin normal w b a r d  S. 19831. El epitope 
especfico contra el cud esti dirigido corresponde a un carbohidrato y se encuentra 
formando parte de distintos ghcoconjugados. Si bien MBrl reconoce este epitope tanto 
en glicoproteinas como en glicolipidos, time preferential reactividad con glicolipidos 
[Canevari S. 1983; Bremer E.G. 1984; Viale G. 19891. Como se menciono en la 
Introduction General, en las cdlulas cancerosas ocurren frecuentemente alteraciones en 
la glicosilacion de diversos glicoconjugados, determinando la aparicion de moldculas 
anormales que pueden servir como marcadores tumorales. En el caso del MBr 1, si bien 
el epitope sacaridico reconocido por este AMC esti presente tanto en tejidos normales 
como en carcinomas, el patron de glicosilacion no es el mismo. En tejido mamario 
normal en reposo, al igual que en turnores benignos, este epitope solo se presenta unido 
a protemas; mientras que en carcinomas se encuentra formando parte de glicoprotemas y 
glicolipidos N o t t i  S. 19891. 
El AMC MBrl ha sido acoplado a toxhas, obtenibdose distintos inmunoconjugados 
con propositos terapduticos [Orlandi R 19881. Por otra parte un anticuerpo quimdrico 
(murinohumano) ha sido generado, con capacidad de mediar reacciones de citotoxicidad 
celular (ADCC) y lisis por complemento [Orlandi R 19921. 
f) RE Y Rpg* 
Se evaluo tambib la presencia de RE y RPg tal cud f ie  descripto en el Capitulo I, con 
la idea de correlacionar la expresion de estos receptores con la presencia de 10s restantes 
marcadores estudiados. 
g) Fueron incluidos tambib AMC desarrollados en nuestro laboratorio contra carcinoma 
mamario humano. En un trabajo paralelo llevado a cab0 en este laboratorio se busc6 
generar AMC que reconozcan antigenos expresados por las cdlulas "stem", 
inmmhhdose ratones Balblc con dlulas provenientes de un carcinoma de mama 
humano altamente indiferenciado. Los AMC obtenidos heron analizados y seleccionados 
en cuanto a su reactividad y especificidad de reconocimiento, estudiirndose su reaccion 
con carcinoma rnamario y otras neoplasias, patologias benignas, como ad tambik 
distintos tejidos humanos normales. Aquellos que resultaron seleccionados se incluyeron 
en este estudio, investighdose entonces si reconocian antigenos expresados por cilulas 
proliferantes o por subpoblaciones cetulares en vias de diferenciacion. En este trabajo de 
tesis se presentan solamente 10s datos correspondientes a uno de estos AMC, FC-2.15 
(IgM), cuya reactividad demostr6 ser particularmente interesante. FC-2.15 reconocio 
carcinomas mamarios humanos independientemente de su tipo histol6gico y contenido de 
receptores hormonales, mientras que no reconocio tejido mamario normal. La positividad 
se observe principalmente en citoplasma y membrana pladtica.  FC-2.15 dio reaccion 
positiva tambik con otras neoplasias tales como algunos carcinomas de colon, 
carcinomas escamosos, etc. Cuando distintos tejidos normales heron testeados una 
herte reacthidad h e  observada con granulocitos p&dricos y progenie mieloide de 
mddula osea. 
Con este panel de AMC se estudio la eqresibn de 10s distintos marcadores sobre muestras 
tumorales obtenidas a partir de carcinomas d o s  humanos. Los resultados obtenidos, 
presentados a continuation, permitieron establecer una secuencia de expresion de 
marcadores a medida que diminuye capacidad proliferativa y progresa la diferenciacion 
celular. 
RESULTADOS 
1.- Expresibn de  marcadores tumorales en caincer d e  mama. Asociacidn con el 
grado de  diferenciacibn tumoral 
El proposito de este experiment0 fbe investigar si la expresion de una serie de marcadores 
tumorales de carcinoma mamario esth asociada a1 grado de diferenciacion del tumor. Para 
esto se analizaron muestras tumorales provenientes de veintiocho pacientes con carcinoma 
primario de mama sometidos a tumorectomia o mastectomia. Los datos clinicos relevantes 
de dichos pacientes y caracteristicas histopatologicas de sus tumores se presentan en la 
Tabla 5. 
Sobre cortes histologicos secuenciales de cada tumor obtenidos en criostato, se estudio la 
expresion de distintos marcadores por inmunohistoquhica s e g h  se describe en 
Materiales y Mdtodos (seccion 1.4) con 10s siguientes AMC: COL-12 (anti-CEA); B6.2 
(anti-NCA-90); MBrl (anti-CaMBrl); 436 (anti-PEM); B72.3 (anti-TAG-72) y FC-2.15 
(anti-Ag 2.15). Se evaluo en cada tumor el porcentaje de cklulas que daban reaccion 
positiva con cada uno de 10s AMC. Paralelamente, en cortes de tejido de 10s mismos 
tumores se determino la expresion de RE y RPg con 10s AMC correspondientes tal como 
se describi6 en el Capitulo I (Materiales y Mbtodos, secci6n 1.3). 
Con el objeto de analizar si la expresion de dichos marcadores varia de acuerdo a la 
diferenciacion tumoral, 10s tumores heron agrupados en tres categorias s e g h  su grado de 
diferenciacion, de acuerdo a la clasificacion de Bloom y Richardson (htroducci6n 
General, section I.A.2): grado I (turnores bien diferenciados), grado I[ (diferenciacion 
intermedia) y grado III (tumores altamente indiferenciados). Se determino entonces, en 
cada grupo, el porcentaje promedio de cdlulas positivas para cada AMC y 10s resultados se 
muestran en la Figura 9. Como puede observarse, la expresion de CEA, NCA-90, TAG- 
72, CaMBrl, RE y RPg fbe marcadamente menor en 10s tumores grado III que en 10s 
tumores grado I. Esta diferencia fbe estadisticamente significativa (p < 0.05) de acuerdo 
a1 test de Mann-Whitney (Graphpad Software Inc.). Por el contrario, no se observ6 
diferencia significativa en la expresion de 10s marcadores PEM y Ag 2.15 entre tumores 
con distinto grado de diferenciacion. Estos marcadores fberon expresados en un alto 
porcentaje de cdlulas en todos 10s tumores analizados, independientemente de la 
diferenciacibn tumoral. 
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El andisis histopatolbgico h e  realizado por las Dras. A.I. Bravo e I. Sorin del Servicio de Patologia del 
Hospital Castex. Los sistemas de clasificaci6n utilizados figuran en Materiales y M&odos 
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CEA PEM 
Grado I Grado II . Grado III 
Figura 9. Expresihn de marcadores de acuerdo a la diferenciacihn tumoral 
El porcentaje de cdlulas positivas para 10s distintos marcadores fue deterrninado en cada tumor por 
inmunohistoquimica s e w  se describe en Materiales y Mdtodos. Se evaluaron miis de 3000 cdlulas por 
corte histoldgico y todas las determinaciones se realizaron por duplicado. Los tumores fueron agrupados 
s e w  su grado de diferenciacidn (grado I ,I1 y 111 - Tabla 5) y en cada grupo se calcul6 el porcentaje 
promedio de cdlulas positivas para 10s distintos marcadores (media * SEM). 
2- Expresidn de marcadores y proliferacidn celular 
Los resultados reportados en la secci6n anterior mostraron una relaci6n directa entre la 
expresi6n de diversos marcadores y el grado de diferenciacibn tumoral. Esto nos condujo 
a investigar si existia un patr6n regular de expresi6n de marcadores a trav6s de la 
diferenciacion celular. Para este prop6sito debia establecerse un punto de partida en el 
proceso de la diferenciacibn, y operacionalmente las cClulas proliferantes fueron definidas 
como aquellas correspondientes a1 estadio de diferenciacibn m h  temprano. 
Se analiz6 entonces si las cClulas en proliferacibn presentan 10s marcadores tumorales 
estudiados, o si Bstos se expresan en cBlulas mis diferenciadas, con disminuida o nula 
capacidad de dividirse. Para esto, fiagrnentos correspondientes a cada tumor se incubaron 
30 minutos en presencia de [ 3 ~  dT, se realizaron cortes histolbgicos y se determin6 sobre 
el mismo preparado: a) expresi6n de marcadores por inmunohistoquimica con 10s AMC 
especificos, y b) presencia de c6lulas en fhse S del ciclo celular por autoradiografh 
(Materiales y M&odos, seccion 1. 6). La figura 10 muestra tumores en 10s cuales se 
analid simultheamente la duplicacibn del ADN y la expresibn de marcadores; como se 
observa se distingue claramente la mcorporacion de [ 3 ~  dT en las subpoblaciones 
celulares AMC-positivas y AMC-negativas. 
En cada tumor se analizaron las c6lulas que mcorporan [ 3 ~  dT, calculhdose qu6 
porcentaje de las mismas expresa cada marcador. Los resultados se presentan en la tabla 6 
donde figuran 10s valores promedio de 10s 28 tumores analizados (media * SEM). Puede 
observarse que, aquellos marcadores que segh  10s datos presentados en la Figura 9 
estaban asociados a la diferenciacion tumoral (NCA-90, RE, RPg, CaMBrl, TAG-72 y 
CEA), heron expresados por una baja proporcion de cdlulas proliferantes, variando en un 
rango de 39,9 % (NCA-90) a 3 % (CEA). Por el contrario la mayoria de las c6lulas que 
incorporaron [ 3 ~  dT heron Ag 2.15' y PEW. 
En base a estos resultados puede dehirse una secuencia de expresion de estos marcadores 
a medida que decrece la proliferation c e w  lo) Ag 2.15; 2") PEM; 3") NCA-90; 4") RE; 
5") RPg - TAG-72 - CaMBrl y 6") CEA. Cuando el test de Mann-Whitney fie utilizado 
para comparar la expresion de estos marcadores en cklulas proliferantes, se encontraron 
diferencias estadisticamente simcativas entre ellos (p < 0,05) except0 entre RPg, TAG- 
72 y CaMBr 1. 
Sin embargo, podria plantearse una interpretscion alternativa. La baja expresion de un 
marcador por c6lulas en proliferacion puede deberse a que 6ste se expresa solamente en 
una pequefia subpoblacion de c6lulas, y no a que lo hace en forma tardia en la 
diferenciacion celular. Para analizar la capacidad proliferativa de las distintas 
subpoblaciones celulares marcador-positivas mdependhhdonos del t a . 0  de la 
subpoblacion, se midi6 el TLI de cada una de ellas y 10s resultados se muestran en la 
figura 11. Como se observa, el mayor TLI correspondio a las cdlulas Ag 2.15+, siendo 
progresivamente menor para las restantes subpoblaciones. La capacidad proliferativa de las 
c6lulas RPg', TAG-72' y ~ a ~ l 3 r l '  h e semejante, mientras que result6 ser minima para la 
subpoblacion celular CEA'. Confirmando resultados previos reportados en el Capitulo I, el 
TLI promedio de las c6lulas RE' h e  bajo, per0 el doble del de las cBlulas RPg'. 
Figura 10. Expresi6n de marcadores tumorales en cdlulas que incorporan [ ' ~ j  dT. 
Las muestras tumorales heron incubadas en presencia de 61. y sobre cortes histologicos se determino 
simul~eamente: expresion de un marcador tumoral por inmunohistoquimica y celulas en proceso de 
replication &l ADN por autoradiografia segh  se describe en Materiales y Metodos. 
A: celulas proliferantes Ag 2.15+ (630 x); B: celulas proliferantes PEW y PEW (1000 x). 
Estos resultados heron consistentes con la hipbtesis de la existencia de una secuencia 
regular de expresibn de marcadores a medida que diminuye la capacidad proliferativa y 
progresa la diferenciacibn celular. 
Ag 2.15 91,3 * 2,O 27 
PEM 64,7 * 4,l 28 
NCA-90 39,9 k 4,2 26 
RE 27,l * 4.8 15 
R - b  14,8 * 3.6 14 
CaMBr 1 13,5 * 2,9 23 
TAG-72 13,6 * 2,6 26 
CEA 3,O * 1,4 20 
Tabla 6: Expresibn de marcadores turnoralear en dlulas proliferantes. 
Sobre muestras tumorales incubadas con [%I dT se evaluaron hs cdlulas en proliferacicin (fase S) 
y la expresibn de 10s distintos marcadores como se describici en Materiales y Metodos (seccicin 
1.6), calculhdose la proporcihn de cdlulas prolifimutes que expresan un detemhado marcador. 
Todas las determinaciones se realizaron por duplicado y se evalu6 un minim0 de 3500 celulas por 
corte histolcigico. El nhe ro  total de cdlulas que incorporan [ 3 ~  dT h e  definido como el 100 %. 
N: No de tumores evaluados. Para cada marcador &on excluidos del d s i s  10s tumores 
negatives (0 % dlulas positivas) para la expresihn del mismo. 
* : media A SEM. 
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Figura 11. TLI de las subpoblaciones celulares marcador - positivas. 
En cada tumor se evalu6 el TLI de las distintas subpoblaciones celulares 
marcador-positivas como se describe en Materiales y Mdtodos. La figura 
muestra 10s valores promedio de 10s 28 tumores analizados. 
Cabe mencionar que, previamente a1 anilisis simultheo de expresibn de marcadores 
tumorales y proliferacibn celular, se verificb la estabilidad de 10s distintos marcadores 
cuando 10s fiagmentos tumorales eran incubados por 30 minutos a 37°C en MEM mas 10 
% FBS en presencia de [3H] dT, tal como fie referido para RE y RPg en el Capitulo I 
(Resultados, seccibn 3). Para esto, se determin6 la expresibn de 10s distintos marcadores 
(Ag 2.15, PEM, NCA-90, TAG-72, CaMBrl y CEA) en fiagrnentos de tejido congelados 
en nitrbgeno liquid0 inmediatamente despuds de la cirugia y en 10s incubados con ['H] dT 
por 30 minutos. En todos 10s casos se verificb que no hubiese diferencias significativas 
entre ambos determinaciones. Todos 10s marcadores analizados demostraron ser altamente 
estables bajo estas condiciones experimentales (datos no mostrados). 
Capitulo I1 
3- Coexpresi6n de marcadores tumorales 
Con el objeto de deterrninar si 10s marcadores tumorales estudiados son expresados 
progresivamente a traves de una secuencia linica, o si por el contrario corresponden a vias 
de diferenciacibn alternativas, se investig6 la expresi6n simultbea de marcadores en las 
rnismas cClulas. Para esto se realizaron doble-inmunohistoquimicas analizhdose la 
coexpresi6n de RPg y 10s otros marcadores tal como se describe en materiales y mCtodos 
(seccion 1.5). RPg h e  elegido como marcador de referencia aprovechando su diferente 
localizaci6n subcelular (nuclear) y el distinto origen de su AMC (rata vs. rat6n) que 
permite revelarlo con un anticuerpo secundario diferente. 
Se utilizaron cortes histol6gicos obtenidos a partir de 2 tumores, ambos RPg': # 10. W 
(50% de cClulas RPg+) y # 8. BM (52% cClulas RPg3. Se calcul6 la proporci6n de 
cClulas RPg' (niicleos teiiidos de marr6n) que expresan tarnbikn otro marcador 
(citoplasma ylo membrana teiiidos de rojo) y 10s resultados se presentan en la tabla 7. 
Como puede observarse, la mayoria de las c6lulas RPg' coexpresa 10s distintos 
marcadores analizados. Mhs de un 80 % de las cdlulas que presentan RPg son tambib 
TAG-72' y ~ a ~ ~ r l ' .  Este resultado, sumado a 10s reportados en la seccidn anterior, 
indicaria que estos 3 marcadores se expresan a un mismo tiempo en el proceso de 
diferenciacion y en la misma subpoblaci6n celular. 
Casi la totalidad de las cClulas RPg' coexpresa Ag 2.15 y PEM, sugiriendo que, si bien 
estos marcadores se expresan en forma temprana (tabla 6 y figura 1 l), se mantendrian 
presentes a h  en subpoblaciones m8s diferenciadas, con escasa capacidad proliferativa. 
Los resultados aqui presentados apoyan la hipbtesis que 10s marcadores analizados son 
expresados en m a  via c o m b  de diferenciacidn celular. 
Ag 2.15 
PEM 
NCA-90 
TAG72 
CaMBr 1 
CEA 
Tabla 7: Coexpresihn de marcadores tnmorales. 
Sobre cortes histologicos prmnientes de 2 tumores (#lo. W y #S.BM) se anaW la coexpresion 
de RPg y distintos marcadores a t r d s  de dobleinmunohistocphicas como se describio en 
Materiales y MetcKlos (seccion 1.5). Se calculo la proporcion de celulas RP~' que expresa un 
determinado marcador. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado y se d u o  un 
minim0 de 3000 dlulas por corte histol@w. El nhe ro  total de dlulas RPg' fie &hido como el 
100 %. 
En este estudio se anah6 la expresion de diversos marcadores tumorales asociados a 
carcinoma mamario humano con el objeto de idenMcar distintos estadios en el proceso de 
diferenciacion celular. Para esto se seleccionaron una serie de marcadores conocidos 
contra 10s cuales se han desarrollado AMC especficos y se busco idenMcar las 
subpoblaciones cehhes  que eqresan dichas moldculas e investigar la capacidad 
proliferativa de las mismas. Se incluyeron tambih diversos AMC obtenidos en nuestro 
laboratorio, que si bien reconocian antigenos aim no caracterizados, eran altamente 
reactivos contra carcinoma mamario humano. De estos W o s ,  solo se presentan en este 
trabajo de Tesis 10s datos correspondientes al AMC FC-2.15 (anti-Ag 2.15), el cual 
present6 caracteristicas especialmente interesantes. 
Los resultados obtenidos mostraron que tumores diferenciados e indiferenciados presentan 
un patron distinto de expresion de 10s marcadores analizados. Ag 2.15 y PEM fieron 
expresados por la mayoria de las celulas tumorales en 10s distintos carcinomas mamarios, 
independientemente de su grado de diferenciacion. En contraste, la presencia de CEA, 
NCA-90, TAG-72 y CaMBrl correlacionb positivamente con la diferenciacion tumoral. 
~ s t o s  estuvieron ausentes o muy pobremente expresados en tumores mdiferenciados 
(grado III); mientras que se expresaron, aunque en distinta magnitud, en tumores grado I y 
11. Confirmando resultados previos [Spyratos F. 19921, la presencia de RE y RPg tambib 
estuvo asociada a la diferenciacion tumoraL 
Cuando la capacidad proliferativa de las distintas subpoblaciones celulares marcador - 
positivas fie investigada, se observaron amplias diferencias en 10s respectivos TLIs, siendo 
este valor dx imo para la subpoblacion Ag 2.15'. Las cilulas proliferantes expresaron en 
su mayoria Ag 2.15 (91,3 %) y PEM (64,7 %), y en menor grado aquellos marcadores 
asociados a la diferenciacion celular. 
La evaluacion simulthea de RPg y cada una de las restantes mol6culas analizadas 
demostro que la mayoria de las celulas Wg' coexpresa Ag 2.15, PEM, NCA-90, TAG-72, 
CaMBrl y CEA. Por otra parte, resultados presentados en el capitulo 1 mostraron tambih 
coexpresion de RE y W g  en las mismas celulas. Estos datos apoyan la idea de la existencia 
de ma via comb de expresion de estos marcadores a medida que progresa la 
diferenciacion celular. 
En base a 10s resultados presentados en este estudio puede proponerse el siguiente modelo: 
Ag 2.15 y PEM serian expresados constitutivamente en carcinomas mamarios 
humanos. Estos marcadores comenzarian a sintetizarse muy temprano en el proceso de 
diferenciacion celular puesto que es th  presentes en la mayoria de las celulas 
proliferantes. Su expresion se mantendria a traves de todo el proceso de diferenciacion, 
de ahi que se encuentren en d s  del 75 % de las cdlulas neopliisicas 
independientemente del grado de diferenciacion tumoral, e incluso Sean coexpresados 
en la subpoblacion celular Wg', de baja capacidad proliferativa. 
Los restantes marcadores analizados, expresados cad exclusivamente en tumores grado 
I y 11, aparecerian progresivamente a medida que avanza la diferenciacion celular, 
pudiendo definirse una secuencia en base a la capacidad proliferativa de las distintas 
subpoblaciones marcador-positivas: NCA-90 @ RE * RPg 1 TAG72 I CaMBrl @ 
CEA. Cdhdas en estadios avanzados de diferenciacion podrian coeqresar diversos 
marcadores, como se observa en 10s resultados reportados en la tabla 7. La expresion de 
RPg, TAG-72 y CaMBrl corresponderia a un mismo estadio puesto que las 
subpoblaciones celulares positivas para estos marcadores presentan TLIs semejantes y 
miis del 80 % de las cdlulas RPg' coeqresan TAG-72 y CaMBrl. Finalmente, CEA 
seria el mis tardio de 10s marcadores estudiados, presente en cilulas ya diferenciadas 
con muy baja capacidad de proliferation. 
Este modelo concuerda con datos reportados por Contegiacomo A. y col. [I9911 quienes 
encontraron dos fenotipos dehidos en carcinomas mamarios humanos: uno de ellos 
caracterizado por una alta actividad proliferativa determinada mediante el TLI, e inmuno- 
reactividad negativa con AMC anti-CEA y anti-TAG-72; y el otro con baja actividad 
proliferativa e intensa positividad para estos marcadores. Por otra parte, y tambih en 
concordancia con 10s resultados aqui presentados, en un estudio realizado sobre 950 
muestras tumorales de carcinoma mllmario se cuantificaron diversas proteinas 
demostrindose una fberte asociacion positiva entre CEA, RE y RPg Fevesque M.A. 19941. 
Es de mencionar que en este estudio se analizaron tambih otros marcadores, cuya 
expresibn no result6 estar relacionada con el proceso de diferenciacion. Dichos marcadores 
no se reportan en este trabajo de Tesis. Este es el caso por ejemplo de la glicoproteina P 
(Pgp) o P-170. Pgp es una glicoproteina de membrana celular de 170 kDa, product0 del gen 
rndrl. ~ s t a  actxia como bomba transportadora de drogas dependiente de energia, 
impidiendo la acumulacibn intracelular de diferentes drogas citotoxicas w c  Clean S. 1992; 
Fairchild C. 1987; Gottesman M.M. 1993; Salmon S. 19891. Su sobre-expresion en ciertas 
cdlulas tumorales constituye uno de 10s principales mecanismos de resistencia midtiple a 
drogas comunmente utilizadas en quimioterapia (fenotipo MDR). Cuando la presencia de 
esta glicoprotema h e  investigada en este estudio, se observo que su eqresibn variaba 
ampliamente entre 10s distintos tumores; sin embargo esta fluctuacibn no estuvo asociada a 
la diferenciacibn tumoral [% cklulas posithas (media k SEM): 33,6 * 8,3 % para tumores 
grado I; 51,5 * 10,6 % para tumores grado 11; 20,4 k 9,7 % para tumores grado IIII. 
Puesto que la presencia de Pgp dependia de otros factores y no correspondia a un estadio 
del proceso de diferenciacibn, dicha protema no h e  incluida en este trabajo. 
Diferentes estrategias han sido desarrolladas para el uso terapkutico de AMC que 
reconozcan antigenos presentes en la superficie de cklulas tumorales: el uso de AMC no 
conjugados o su union a radioisbtopos, drogas quimioterapkuticas o toxinas. El modelo 
propuesto en este trabajo sugiere que AMC dirigidos contra marcadores expresados en 
forma constitutha, tendrian mayor impact0 terapkutico que aquellos dirigidos contra 
marcadores presentes solamente en ckldas en vias de diferenciacion. Los primeros podrian 
reconocer cklulas en 10s distintos estadios, incluso aquellas indiferenciadas y de alta 
capacidad proliferatha. En este sentido, se trabajb especialmente en la caracterizacibn del 
AMC FC-2.15, su reac t~dad y propiedades citotbxicas. Los resultados obtenidos se 
presentan y discuten en el capitulo siguiente. 
Propiedades Funcionales del AMC FC-2.15 
El chcer de mama es el miis comb entre las mujeres, afectando en la actualidad 
aproximadamente a una de cada nueve [Lippman M.E. 19931, y luego del chcer de 
pulm6n es tambih el mhs letal [Marshall E. 19931. Pese a 10s enormes progresos 
realizados en la detection y tratamiento de 10s carcinomas mamarios localizados, la 
sobrevida de las pacientes con cbcer de mama metastiisico no ha aumentado 
sigdicativamente en 10s W o s  quince aiios [Marshall E. 1992, 19931 evidenciando la 
necesidad de desarrollar distintos enfoques terapkuticos. 
La inmunoterapia con AMC que reconozcan especiflcamente antigenos asociados a tumor 
podria permitir una accion selectiva sobre las cklulas neoplasicas. En 10s atitnos d o s  se 
han realizado he r sos  ensayos clinicos usando AMC en la terapia del cbcer. Sin 
embargo, la mayoria de 10s tratamientos llevados a cab0 en pacientes con tumores solidos 
han producido resultados modestos, sin que se evidencie un patron consistente de 
respuesta o importantes mejoras en la sobrevida [LoBuglio A. 1988; Bajorin D. 1990; 
Saleh M. 1992, 19931, y solo recientemente algunos reportes alentadores comienzan a 
aparecer [Piethmiiller G. 1994; George A. 19941. Algunas causas argumentadas 
fiecuentemente para explicar estas fallas terapiuticas han sido la heterogeneidad en la 
expresion de antigenos en las cilulas tumorales y la union del AMC a antigenos 
irrelevant es. 
Con la idea de obtener AMC que reconozcan antigenos expresados en c61ulas stem de 
carcinoma mamario, en nuestro laboratorio se i n m a r o n  ratones Balb/c con c6lulas 
obtenidas de un carcinoma de mama human0 altamente indif'erenciado. Como se descnie 
en el capitulo anterior uno de 10s AMC obtenidos, FC-2.15, reconocio carcinomas 
mamarios humanos independientemente de su tip0 histologico y grado de diferenciacion. 
Los resultados mostraron que el Ag 2.15 se expresa muy temprano en el proceso de 
diferenciacion celular y esta presente en la gran mayoria de las c61ulas tumorales, 
inchyendo el 91,3 % de las cilulas proliferantes. Trabajos paralelos de caracterizacion del 
Ag 2.15 realizados en nuestro laboratorio [Mordoh J. 19941 han demostrado que el 
epitope reconocido por FC-2.15 es un carbohidrato c o m b  a tres glicoproteinas de 
membrana presentes en la superficie de c6lulas de carcinomas mamarios humanos (160, 
130 y 115 kDa). Asi mismo, se observ6 que FC-2.15 reacciona con tres glicoproteinas de 
la membrana celular de granulocitos humanos normales (250, 185 y 105 kDa). 
En esta etapa del trabajo se estudiaron las propiedades hcionales del AMC FC-2.15. Se 
investigo en particular su capacidad de mediar reacciones citotbxicas contra celulas Ag 
2.15'~ ya sea en forma directa, a traves de fijacion de complemento o de cktulas efectoras. 
Se evaluaron tambih las caracteristicas de la union FC-2.15-Ag 2.15 (afinidad, n h e r o  de 
sitios antighicos por celula) y la endocitosis de FC-2.15 por la cklula blanco, ya que estas 
propiedades son importantes en la determination del mod0 bptimo de utilization del 
AMC. Para este proposito se utlizaron cklulas obtenidas a partir de tumores primaries de 
mama humanos, como ad tambih lineas celulares de carcinoma mamario humano que 
expresan Ag 2.15 en su membrana (cilulas MCF-7) y Ag 2.15-negativas (cdulas IIB- 
BR-G). 
RESULTADOS 
1.- Citotoxicidad mediada por complemento (CMC) FC-2.15 dependiente: 
Con el objeto de investigar la capacidad del AMC FC-2.15 de mediar efectos citotoxicos 
en presencia de complemento humano contra c6lulas que expresan Ag 2.15, se utiliz6 un 
ensayo de liberation de [51~r]  (Materiales y M&odos, seccion 2.4). Para Bsto cklulas MCF- 
7 heron marcadas con ["~r]  y posteriormente incubadas a 37°C por distintos intervalos 
de tiempo con 1, 5, 10,25 y 50 pg/ml FC-2.15 en DMEM, en presencia de suero humano 
como hente de complemento. Finalizado el period0 de incubacion se cuantiftco la 
radioactividad en 10s sobrenadantes y se calculo el porcentaje de citolisis especxca. 
La figura 12 muestra 10s resultados obtenidos. Puede observarse que FC-2.15 ejerce un 
potente efecto citotoxico contra cklulas MCF-7 en presencia de suero humano. La mixima 
citotoxicidad se alcanzo con 25 pg/ml FC-2.15 y 90 minutos de incubacibn (media k SD: 
100,O k 11,3 % lisis), pero una importante citolisis f ie  obtenida a h  a la menor 
concentration de FC-2.15 testeada (1 pglml) luego de 30 minutos de incubacion (59,7 * 
2,l %). La citotoxicidad h e  menor a120 % en ausencia de FC-2.15 y h e  nula cuando se 
omitio el suero humano. La figura muestra valores promedio de 2 experimentos, cada uno 
de 10s cuales se realiz6 por triplicado. La desviacibn standard de 10s datos f ie  en todos 10s 
casos menor a1 12 %. 
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Figua 12. CMC sobre cklulas MCF-7. Efecto de la concentracibn de FC-2.15. 
Celulas MCF-7 marcadas con r5'cr] fueron incubadas a 37OC por distintos intervalos 
de tiempo en presencia de suero humano y FC-2.15 a 1 d m l  (A); 5 pg/ml (+); 10 
pg/ml (0); 25 pg/ml (e) y 50 @ml (m). Se realizaron experimentos control sin suero 
(0) o sin FC-2.15 (A). El porcentaje de citoisis especifica fue calculado como se indica 
en Materiales y Metodos. 
Cuando el rnismo experiment0 h e  realizado utilizando suero hurnano preincubado 30 
minutos a 56°C o bien pretratado 30 minutos con 10 rnM EDTA para inactivar el 
complemento, no se observaron efectos citotbxicos, a h  a la mayor concentraci6n de 
AMC testeada, como se muestra en la tabla 8. 
Por otra parte controles utilizando otro AMC, 436 (IgM murina, fuertemente reactivo con 
cClulas MCF-7), o bien IgM total murina (inmunoglobulinas purificadas), no indujeron 
cit6lisis de cClulas MCF-7 (Tabla 8). 
Ninguno 12,4 * 6,7 85,5 * 4,2 
FC-2.15 (50 pg/ml) - 96,O * 7,2 3,8 * 2,9 
FC-2.15 (50 pglml) 56OC, 30 min. 9,6 * 1,3 N.E. 
FC-2.15 (50 pglml) 10 mM EDTA, 30 min. 14,7 * 2,l N.E. 
AMC 436 (ascitis 1/50) - 8,6 * 2,8 N.E. 
IgM murina (50 pg/ml) - 13,2 * 1,4 86,2 * 4,6 
Tabla 8: CMC FC-2.15 dependiente. 
Cdlulas MCF-7 heron incubadas durante 90 min. a 37OC con diferentes anticuerpos en presencia de suero 
hurnano (diluci6n 112). El porcentaje de lisis especifica h e  calculado con un ensayo de liberaci6n de [ " ~ r ]  
como se describe en Materides y Mktodos. La viabilidad celular se evalu6 por exclusi6n de azul triph. *: 
media * SD de 2 experimentos, cada uno realizado por triplicado. 
Para deterrninar si la citotoxicidad obtenida contra cdlulas MCF-7 es especifica hacia 
cdlulas que expresan Ag 2.15, se investigb la capacidad del AMC FC-2.15 de mediar lisis 
por complemento con diferentes tipos celulares. Los resultados se presentan en las figuras 
13 y 14 donde se observa la reactividad de FC-2.15 con las distintas cdlulas deterrninada 
por inmunohistoquimica (figura 13) y el porcentaje de citblisis alcanzado en cada caso 
(figura 14). Como puede observarse las cdlulas IIB-BR-G no expresan Ag 2.15 y no 
heron lisadas en presencia de 50 pglml FC-2.15 y complemento. En contraste cuando se 
utilizaron cdlulas MCF-7 o leucocitos polimorfonucleares (PMN) hurnanos una alta 
reactividad h e  obtenida por inmunohistoquimica, y se observ6 una marcada cit6lisis. 
Se analiz6 tambidn la actividad sobre cClulas de chcer de mama humano aisladas a 
partir de dos tumores primaries. El tumor #1 h e  marcadamente positivo para FC-2.15 
como puede observarse en la fig. 13. Cuando se lo disgregb, s61o 50 % de las cdlulas 
viables obtenidas heron de origen tumoral, y a1 ser sometido a1 ensayo de CMC, la 
lisis h e  de 54,8 * 4,6 %. Como se muestra en la misma figura, FC-2.15 no tuvo efecto 
sobre las cdlulas tumorales aisladas a partir del tumor #2, que result6 Ag 2.15-negativo. 
Finalmente se teste6 la reactividad de FC-2.15 con cdlulas leucdmicas obtenidas a partir 
de sangre de un paciente con leucemia mieloide cr6nica (CML). Un 85 % de estas cdlulas 
heron Ag 2.15' de acuerdo a la determinacibn inmunohistoquimica. Como puede 
observarse en la fig. 14 la lisis especifica h e  de 82,3 * 7,O % con 50 pglml FC-2.15, y 
una reactividad semejante se obtuvo con 5 pg/ml (resultado no mostrado). 
I Tikl I I CML I 
Figura 13. Reactividad del AMC FC-2.15 con diferentes tipos celulares. 
Expresion del Ag 2.15 determhada por inmunohistoquhica en dlulas MCF-7, IIB-BR-G, carcinomas 
mamarios humanos #l y #2, CML y PMN. 
MCF-7 IIB-BRO PMN T #I T#tZ CML 
Figura 14. Actividad CMC FC-2.15-dependiente con diferentes tipos celulares. 
C61ulas marcadas con ["~r] fueron incubadas durante 90 minutos a 37°C en presencia de suero humano y 
50 clg/ml PC-2.15 (0). Se realizaron incubaciones en paralelo en e n c i a  de FC-2.15 (m). El porcentaje de 
citolisis @ca fue calculado como se describe en Matmiales y M&&. Los resultados corresponden a la 
media de 2 experimentos realizados por triplicado y las barras wrticales repmentan SD. 
2.-Aislamiento y ansilisis de cClulas MCF-7 resistentes a CMC FC-2.15-dependiente 
Como se observi, en 10s experimentos de liberaci6n de [ " ~ r ]  reportados en la secci6n 
anterior, las cklulas MCF-7 son en su mayoria sensibles a CMC FC-2.15-dependiente; sin 
embargo pareceria existir un pequeiio porcentaje de cklulas con capacidad de sobrevivir a 
este tratamiento. Se busc6 entonces confirmar y cuantificar la existencia de cklulas 
sobrevivientes e investigar las causas de esta resistencia. Para ksto, cklulas MCF-7 se 
incubaron en presencia de 50 pglml FC-2.15 y suero humano (diluci6n 112) durante 90 
minutos a 37"C, se observaron a microscopio y se cuantific6 la viabilidad celular por el 
mktodo de exclusion de azul triph. Como se muestra tambikn en la tabla 8 solamente un 
3,8 2,9 % (media * SD) de la poblacibn celular sobrevivi6 a1 tratamiento. Por el 
contrario la mayoria de las cklulas tratadas con IgM total murina o PBS en reemplazo de 
FC-2.15 fueron viables. 
Se analizd a continuaci6n si las cklulas resistentes a1 tratamiento con FC-2.15 y 
complemento expresaban Ag 2.15 en su membrana. Para esto, dichas cklulas heron 
aisladas mediante un gradiente de Ficoll-Hypaque que permite separar cblulas viables de 
muertas, y se estudid la expresi6n del Ag 2.15 por citometria de flujo (Materiales y 
Mdtodos, secciones 2.5 y 2.6). Como puede observarse en la figura 15. A, las cklulas 
MCF-7 no tratadas (poblacibn total) son marcadamente positivas para el Ag 2.15, con un 
amplio rango de intensidades. Sin embargo las cklulas sobrevivientes a1 tratamiento con 
FC-2.15 y complemento humano (figura 15. B), fueron Ag 2.15-negativas o expresaron 
muy bajas cantidades de Ag 2.15. 
3.- Citotoxicidad celular anticuerpo - dependiente (ADCC) 
Para estudiar la capacidad de FC-2.15 de mediar ADCC contra cklulas Ag 2.1 5' se utiliz6 
un ensayo de liberaci6n de [' '~r] similar a1 de CMC, per0 ustindose diferentes cklulas 
efectoras en lugar de complemento (Materiales y Mktodos secci6n 2.7). Como cklulas 
blanco heron utilizadas MCF-7 y como efectoras leucocitos mononucleares totales, 
linfocitos aislados o PMN humanos. Se testearon tambi6n linfocitos preincubados con IL- 
2 como cklulas efectoras, dado que distintos autores han reportado un aumento de ADCC 
en estas condiciones [Morgan A. 1989; Munn D. 19871. Fueron ensayadas diversas 
relaciones cklula blanco : cklula efectora, variando en un rango entre 1 :5 y 1 : 100. 
En cada caso se evaluo el porcentaje de citblkk especifica y en ninguna de las condiciones 
estudiadas se observaron efectos de citotoxicidad celular mediada por FC-2.15 (resultados 
no mostrados). 
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Figura 15. Anailisis de citometria de flujo de cklulas MCF-7 con AMC FC-2.15. 
A. Reactividad de FC-2.15 con cklulas MCF-7 (poblacibn total). 
La expresion de Ag 2.15 h e  analizada por citometrh de flujo como se describio en Materiales y 
Metodos. Cuwa I FC-2.15, curva 2 control con PBS y curva 3 control con IgM total murina. 
B. Reactividad de FC-2.15 con cklulas MCF-7 resiskntes a CMC FC-2.15-dependiente. 
Celdas MCF-7 heron incubadas por 90 min. a 37OC con 50 d m 1  FC-2.15 m& suero humano 
(dilucih 112) y sembradas en un gradiente de Fico11-Hypaque. Las &Idas viables heron recuperadas 
de la interfase y su expresion de Ag 2.15 se anah6 por citometria de flujo. 
4.- Anailisis de la uni6n FC-2.15 - Ag 2.15 en c6lulas MCF-7: 
La constante de afinidad (Ka) del AMC FG2.15 y el n h e r o  de sitios antighicos en 
cklulas MCF-7 heron determinados mediante el an9kis de Scatchard como se descriie en 
Materiales y M6todos seccion 2.9. La figura 16 muestra 10s resultados. La relacion lineal 
obtenida indico una poblacion homogbea de sitios de union, con una Ka de 6,9 x lo7 M' 
y una capacidad de union de 2,8 x lo6 sitios antighicos por cklula. 
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Figura 16. Adisis & Scatchard & FC-2.15 realizado sobre celulas MCF-7 como se describe en 
Materiales y Metodos. La figura muestra un f l c o  representah & 3 diferentes experimentos y cada 
punto correspon& a la media & &terminaciones realkdw por triplicado. K, = 6,9 x lo7 IN1, y nhero 
& sitios antigenicos por celula = 2,8 x lo6. 
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5.- Internalizacidn del complejo FC-2.15 - Ag 2.15 : 
a) Ensayos de inmunofluorescencia : 
Para deterrninar si FC-2.15 es internalizado una vez que se une a la superficie celular, se 
realiz6 un ensayo de endocitosis del AMC con cklulas MCF-7 como se describe en 
Materiales y Mktodos (secci6n 2.10.a). Para esto, las cklulas heron incubadas 1 hora a 
4°C con FC-2.15, lavadas con PBS/BSA y colocadas durante 0, 30, 60 6 120 minutos a 
37°C para permitir la internalizaci6n del AMC unido a la superficie celular. Finalizada la 
incubacibn se trataron con buffer hcido para remover el anticuerpo remanente 
presente en la membrana. La presencia y localizacidn de FC-2.15 h e  detectada por 
inmunofluorescencia. 
Los resultados se muestran en la figura 17. Despuks de 1 hora de incubacibn a 4°C con 
FC-2.15, kste reaccion6 hertemente con la superficie celular (Fig. 17.A) y el lavado hcido 
removi6 eficientemente el AMC unido a la superficie (Fig. 17.B). Cuando las cklulas 
heron incubadas durante 1 hora a 4°C con FC-2.15 y luego lavadas e incubadas durante 
2 hs a 37"C, todavia permaneci6 en la superficie celular una significativa reactividad (Fig. 
17.C). Sin embargo, despuks del tratamiento hcido, pudo observarse fluorescencia 
resistente dentro de las cklulas (Fig. 17.D y E). La figura 17.E muestra numerosos puntos 
pequeiios, fluorescentes concentrados en la regi6n perinuclear, con un patr6n caracteristico 
de lisosomas o endosomas. El mismo patr6n se evidenci6 despuks de 30 6 60 minutos a 
37°C aunque con menor intensidad de fluorescencia. Estos resultados son consistentes con 
una parcial internalizaci6n del AMC FC-2.15 a vesiculas citoplasmhticas. 
b) Radioinmunoensayo celular : 
Las cinkticas de internalizaci6n y catabolism0 del AMC FC-2.15 se evaluaron utilizando 
un radioinmunoensayo celular como se describe en Materiales y Mktodos (secci6n 2.10.b). 
Cklulas MCF-7 heron incubadas con 5 pglml [ ' 2 5 ~ - ~ ~ - 2 . 1 5  a 4°C durante 1 hora, 
lavadas e incubadas a 37°C durante 0 min., 30 min, 1, 3, 6 y 24 hs. para permitir la 
internalizaci6n del AMC unido a la superficie celular. A continuaci6n, se separ6 el 
sobrenadante de cultivo, se removi6 el FC-2.15 unido a la membrana celular mediante 
lavados hcidos y se disolvieron las cklulas para determinar la presencia de AMC 
internalizado. Se cuantific6 entonces la radioactividad presente en cada uno de 10s tres 
compartimientos. Los resultados se muestran en la figura 18. A. Inicialmente, 88 % de la 
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marca total estuvo asociada a la superficie celular. Cuando las cklulas heron incubadas a 
37"C, hub0 un progresivo increment0 de la radioactividad intracelular y una simulthea 
disminuci6n de la radioactividad unida a membrana. La radioactividad intracelular alcanz6 
un m h o  de 27,3 % a las 6 hs, decreciendo a 3 % despuks de 24 hs de incubaci6n. 
Como puede observarse, la presencia de [lZ5Il en el sobrenadante de cultivo se increment6 
a travks del period0 de incubaci6n a 37°C. Analizados en conjunto, estos resultados 
sugieren la internalizaci6n del FC-2.15 en cdlulas MCF-7, con la consecuente liberaci6n 
de productos de degradaci6n del AMC al sobrenadante de cultivo. 
Para testear la presencia de productos de degradacibn del [12511-~~-2. 15,los sobrenadantes 
de cultivo heron precipitados con 5 % tricloroac6tico (TCA) (Fig. 18.B). Puede 
observarse que a tiempos cortos de incubacibn (hasta 6 hs), la mayor parte de la 
radioactividad fue TCA-precipitable. Subsecuentemente la contribuci6n de la fiacci6n 
TCA-soluble a la radioactividad total se increment6 progresivarnente hasta 64 % despuks 
de 24 hs de incubaci6n. 
La aparici6n de radioactividad TCA-soluble en 10s sobrenadantes de cultivo puede reflejar 
la degradaci6n intracelular del [ ' 2 5 ~ - ~ ~ - 2 . 1 5 ,  seguida por la liberaci6n de productos de 
bajo peso molecular marcados. Para investigar en mas detalle esta hipbtesis, el mismo 
experiment0 h e  realizado agregando 50 pM monensina durante las incubaciones y 10s 
lavados para inhibir la degraclacibn lisosomal del AMC internalizado. Los resultados 
mostraron que, en presencia de monensina, la marca en el sobrenadante alcanz6 un 46 % 
de la radioactividad total despuks de 24 hs de incubaci6n (en contrasate con un 90,3 % sin 
monensina), per0 la fiacci6n TCA-soluble fue ~610 de12 % de la radioactividad total del 
cultivo. Por otra parte, cultivos rnantenidos por 24 hs a 4°C en lugar de a 37°C para 
impedir la endocitosis del [ 1 2 5 ~ - ~ ~ - 2 . 1  5, demostraron una acumulaci6n de radioactividad 
TCA-precipitable en el sobrenadante, y ausencia de radioactividad TCA-soluble (resultado 
no mostrado). 
Experimentos control realizados en presencia de FC-2.15 no marcado en un exceso de 100 
veces, sefialaron que la uni6n inespecifica fue menor que el 3 % con respecto a la uni6n 
especifica. 
Figura 17. Internalizaci6n de FC-2.15. CClulas MCF-7 
heron incubadas 1 hora a 4OC con 5 pglrnl FC-2.15. 
Luego de lavarse con PBSIBSA, las celulas heron: 
- tratadas (B) o no (A) con buffer acido; 
- incubadas 2 hs a 37°C y tratadas (D, E) o no (C) con 
bufffer acido. 
A continuacion se fijaron, permeabilizaron e incubaron 
con un antisuero hecho en cabra anti-Ig de raton, 
conjugado con FITC. Awnento: A-D 400 x ; E 1000 x . 
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Figura 18. Internalizacidn y catabolismo del AMC FC-2.15. 
A. Cinktica de endocitosis del [ ' 2 5 ~ - ~ ~ - 2 . 1 5  por cklulas MCF-7. La distribuckn relativa de la 
radioactividad total del cultivo en el sobrenadante (+), la superficie celular (A) y el 
cornpartimiento intracelular (0), es representada en funci6n del tiempo de incubaci6n a 37OC. 
B. Los sobrenadantes de cultivo fueron precipitados con 5 % TCA para distinguir ['25r] unido a 
proteinas (precipitable) (A), de 10s catabolitos de bajo peso molecular (solubles en acido) (a). 
Todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado, cada punto represents la media de 
10s datos obtenidos. 
En este estudio se analizaron las propiedades hcionales del AMC FC-2.15, su capacidad 
citotoxica, especificidad y las caracten'sticas de union al Ag 2.15. 
Los resultados obtenidos demostraron que FC-2.15 media especzcamente la lisis de 
cklulas que expresan Ag 2.15, a trav6s de la fijacion de complemento humano. Cuando un 
ensayo de liberation de [51~r]  con cklulas MCF-7 h e  utilizado, la actividad citotoxica h e  
nxixima en presencia de complemento y 25 p g / d  FC-2.15, per0 una importante CMC fbe 
obtenida aim con 1 pglml de anticuerpo. Pudo observarse que solo 3,8 % de las cklulas 
MCF-7 sobrevivieron al tratamiento y kstas fberon Ag 2.15-negativas de acuerdo a un 
ensayo de citometria de fhjo, demostrando que FC-2.15 media la lisis de las c6lulas MCF- 
7 Ag 2.15'. Este efecto result6 ser antigeno-especifico puesto que tanto cklulas 
provenientes de un carcinoma M o  humano Ag 2.15-negative, como cklulas IIB-BR- 
G no heron lisadas. Por el contrario, un efecto citotoxico potente fbe observado cuando 
se testearon c6lulas que expresan Ag 2.15 tales como MCF-7, PMN, c6lulas provenientes 
de un tumor de mama primario Ag 2.15' y un caso de CML Ag 2.15'. 
FC-2.15 no medio reacciones de ADCC cuando diferentes cklulas heron utilizadas como 
efectoras. Este resultado es consistente con reportes previos que &alan que anticuerpos 
de clase IgM son pobres mediadores de ADCC makamura K. 1994; Orlandi R 19921. Si 
bien se han descripto receptores de Fcp sobre linf'ocitos B, linfocitos T CD4 (helpers) y 
recientemente sobre cklulas NK (natural killers), su rol hcional todavia no ha sido 
clarificado. En las cklulas NK, parecen ser mol6culas importantes involucradas en el envio 
de seiiales regulatorias negativas [Pricop L. 19931. 
Un estudio clinico fase I de FC-2.15 llevado a cab0 en pacientes con cancer avanzado para 
determinar toxicidad y esquema optimo de adminish.acion del AMC, permiti6 observar 
respuestas clinicas objetivas [Mordoh J. 19951. El potente efecto citotoxico sobre cklulas 
Ag 2.15' demostrado en este estudio in vitro en presencia de suero humano, sugiere que 
el mecanismo responsable de 10s efectos antitumorales de este AMC seria la activation de 
complemento. Es importante notar que en el ensayo clinico 10s niveles de FC-2.15 en 
suero variaron entre 1,3 y 7,5 pg/ml, concentraciones que probaron ser efectivas in vitro 
para mediar la lisis por complemento. 
Capirulo Ill 
Por otra parte, en el presente estudio se dmostro tambih que FC-2.15 media CMC 
contra PMN humanos n o d e s ,  ad como c6lulas de leucemia mieloide cronica derivadas 
de un h i c o  paciente analizado. Cuando FC-2.15 h e  administtado a pacientes en el 
mencionado estudio clinico, una marcada neutropenia se observ6 luego de 1 hora del 
comienzo de cada infusion wordoh J. 19951. Esta neutropenia podria resultar de la lisis 
de 10s granulocitos, su marginadon p d 6 r i c a  o de la eliminaci6n de 10s granulocitos 
opsonizados de la sangre p&ica. Los resuttados observados en este trabajo sugieren 
que el primer mecanismo es al menos parcialmente responsable de tal neutropenia. Por 
otra parte esto no represento un problema clinic0 sigdicativo, ya que 10s PMN se 
recuperaron rapidamente despues de cada aplicacion wordoh J. 19951. Cabe mencionar 
que previamente a1 ensayo clinic0 se estudi6 el efecto de CMC FC-2.15-dependiente sobre 
la capacidad clonogdnica de medula osea normal. Los resultados mostraron que el 
tratamiento no afect6 el potential c lonog~co  de celulas de mddula osea, al mismo tiempo 
que disminuy6 significativamente el mdice c lonog~co  de celulas MCF-7 y de cdlulas 
obtenidas de tumor de mama primario utilizadas como control wordoh J. 19941. Estas 
observaciones indicarian que el Ag 2.15 no esti presente en celulas stem de mddula osea. 
La correspondencia entre la alta ahidad de un AMC por su antigen0 y su eficacia 
terapeutica ha sido cuestionada. Se ha reportado que el uso de anticuerpos de alta ahidad 
puede representar una desventaja al dikdtar la penetracibn del AMC en el tumor, 
disminuyendo asi su potential citotoxico [Fujimori K. 1989; Weinstem J.N. 19871. 
Contrariamente, Schlom y col. demostraron la ventaja teraphtica del uso de anticuerpos 
de alta ahidad, cuando tres AMC de difierente Ka dirigidos contra TAG-72 heron 
comparados [Schlom J. 19921. Con respecto a anticuqos de clase IgM, aim cuando Bstos 
son generalmente muy efectivos en mediar lisis por complemento, tal eficacia parece estar 
comprometida en AMC de poca ahidad [Neuberger M. 19811, asi como por una baja 
densidad de moldculas antigdnicas en la supdcie de la celula blanco [Fogler W. 19891. 
Como se muestra en este estudio, FC-2.15 present0 una Ka mtermedia de 6,9 x lo7 M'. 
Cabe destacar que el AMC 17-lA, con una similar ahidad de union, ha mostrado 
efectividad en un ensayo clinic0 en pacientes con carcinoma de colon [ R i M e r  G. 
19941. Por otra parte se demostr6 que el Ag 2.15 esta presente en una alta densidad 
en celulas MCF-7 (2,8 x lo6 sitios antigknicos por cdlula). Ambos hechos podrian explicar 
el poderoso efecto de FC-2.15 en mediar lisis por complemento. 
Los resultados presentados en este trabajo sugieren que FC-2.15 podria ser util en 
inmunoterapia de pacientes con carcinomas Ag 2.15'. Diferentes estrategias han sido 
desarrolladas para el uso terapkutico de anticuerpos antitumorales: el uso de AMC no 
conjugados o su union a radioisotopes, drogas quimioterap6uticas o toxhas. Como se 
menciono en la Introduccion General de esta Tesis. el uso de un AMC sin conjugar 
requiere que este reconozca antigenos sobre la superficie de celulas cancerosas y posea 
capacidad citotoxica por s i  mismo o mediando reacciones de CMC o ADCC. En este caso 
la internalizaci~n celular del AMC disminuiria su eficacia terapkutica. Por otra parte, el 
uso de anticuerpos como vehiculos para dirigir drogas requiere la endocitosis del 
conjugado AMC- droga en las cdlulas cancerosas. 
Con respecto a FC-2.15, una lenta internhcion celular fbe obsewada alcamando un 
dx imo  luego de 6 hs. Sin embargo, la mayor parte del AMC permaneci6 unida a la 
membrana celular el tiempo suficiente para permitir que ocurra la reaccion de CMC. En 
base a estas observaciones, el uso de FC-2.15 no conjugado en terapias antitumorales seria 
d s  apropiado que su union a drogas o toxhas. 
CONCLUSIONES 
CONCLUSIONES 
Este trabajo de Tesis se ha centrado en el estudio de la heterogeneidad celular existente en 
10s carcinomas mamarios humanos y particularmate en la identificacibn de distintas 
subpoblaciones celulares presentes en estos tumores. Para esto se analizh la expresion de 
una serie de marcadores asociados a carcinomas mamarios, incluyendo receptores 
hormonales, antigenos oncofetales, glicoconjugados de membrana aberrantemente 
glicosilados (mucinas y glicolipidos), etc. 
De 10s redtados presentados y discutidos en 10s capitulos precedentes pueden extraerse 
las siguientes conclusiones: 
Todos 10s marcadores analizados se expresan en forma heteroginea en 10s 
carcinomas mamarios, coexistiendo en 10s tumores cilulas positivas y negativas 
para 10s mismos. 
Si bien 10s resultados obtenidos no descartan la existencia de clones celulares con 
distinto contenido de RE y RPg en carcinomas de mama humanos, indicarian que estos 
receptores no estsin presentes en celulas stem tumorales sino que se expresan 
durante la diferenciacihn celular, en celulas con disminuida capacidad 
proliferativa. Esto podria explicar el efecto transitorio d s  que curatko observado 
fiecuentemente con las terapias hormonales antiestrog6nicas. 
El aniilisis de diversos marcadores tumorales asociados a carcinoma mamario humano 
demostro que tumores dif'erenciados e indif'erenciados presentan un patron distinto de 
expresion de estas moldculas: Ag 2.15 y PEM se expresan en d s  del 90 % de 10s 
tumores y en la gran mayoria de las cdlulas independientemente del grado de 
dif'erenciacibn del tumor; mientras que la presencia de TAG-72, CEA, NCA-90, 
CaMBrl, RE y RPg esti asociada a la diferenciacion tumoral. 
Los resultados obtenidos permitieron establecer un modelo basado en m a  
secaencia regular de expresihn de marcadores a medida qne progresa la 
diferenciacihn celular y disminuye la proliferacihn. De acuerdo a este modelo Ag 
2.15 y PEM comenzarian a sintetizarse en cdlulas indif'erenciadas, de alta capacidad 
proliferativa, y su eqresibn se mantendria a travBs de todo el proceso de 
diferenciacion celular. Los restantes marcadores se eqresarian progresivamente a lo 
largo de la &nciacibn en una secuencia: NCA-90 * RE ES RPg / TAG72 / 
CaMBrl * CEA. 
La figura 19 ilustra el modelo propuesto para la expresion de marcadores en 
carcinomas mamarios diferenciados e indiferenciados. En estos fdtimos, a1 estar 
bloqueado el proceso de diferenciacibn celular, las cdluhs serian mantenidas en un 
estadio altamente proliferativo, mdifkenciado, y por lo tanto &lo estarian presentes 
aquellos marcadores de eqresion "temprana" : Ag 2.15 y PEM. 
R5gm-a 12: Seaencia de erpresi6n de marcadores tumorales durante el proceso de 
difemciaci6n M a r  en carcinomas mamarios humanos. 
A - carcinomas diferenciadoe 
B- carcinomas indiferenciados 
EL AMC FG2.15 (anti-Ag 2.15) fue desarrollado en nuestro laboratorio utilizando 
como inmunogeno cdlulas provenientes de un carcinoma mamarin human0 
mdiferenciado. Este AMC reconoce carcinomas mamarios y tambitin otras neoplasias. 
En este trabajo se demostr6 qne FC-2.15 present. una potente actividad 
citotbxica especifica contra cklulas qne expresan Ag 2.15, mediando la lisis por 
complemento humano. Los estudios en c6lulas MCF-7 demostraron que FC-2.15 
reconoce un antigen0 expresado en membrana p ladt ica  en alta densidad (2,s x lo6 
sitios antighicos por cklula), presenta una Ka de 6,9 x 10' M', y es lentamente 
mternalizado en la cklula blanco. 
Los resultados aqui presentados sugieren que el AMC FC-2.15 puede ser util en 
inmunoterapia pasiva de pacientes con neoplasias Ag 2.15' y podria ser utilizado sin 
necesidad de conjugarlo con drogas o tohas .  Cabe Malar que, como se menciono 
previamente, un ensayo clinico (fbse I) de FC-2.15 en pacientes con chcer avanzado 
permitio observar respuestas objetivas [Mordoh J. 19951. Por otra parte, recientemente 
estudios in vitro demostraron un efecto citotbxico aditivo en c6lulas de carcinoma 
mamario entre FC-2.15 y adriamicma o tax01 (drogas corrientemente usadas en el 
tratamiento del chcer mamario). Miis aim, ha sido demostrado que el Ag 2.15 se expresa 
en cklulas de carcinoma mamario con fenotipo MDR (resistentes a m ~ l e s  drogas) y que 
FG2.15 media la lisis por complemento human0 de estas c6lulas [Ballark y coL, enviado a 
publication]. Esto es p a r t i m a t e  importante puesto que la resistencia a drogas 
represents uno de 10s problemas principales en el tratamiento del chcer. De acuerdo a 
estos resultados FC-2.15 podria ser un agente util contra c6lulas tumorales resistentes a 
quimioterapia y su administration combmada serii objeto de posteriores estudios. 

- Parte 1 - 
Determinacihn de proliferacihn celular, receptores hormonales y 
otros marcadores tumorales en carcinomas mamarios humanos 
1. 1.- Obtenci6n de las muestras tumorales : 
1. 1. a- Seleccidn de pacientes: 
Se incluyeron en este estudio pacientes del Hospital Interzonal de Agudos Eva Peron (ex 
Hospital Dr. Mariano Castex), del Hospital Privado Giiemes y del Hospital Rivadavia, 
con carcinoma primario de mama, no tratados previamente, que heron sometidos a 
mastectomias y tumorectomhs. 
El estadio clinic0 de 10s pacientes h e  determinado s e a  las defkiciones de la AJCC 
(American Joint Commission on Cancer Staging) y la UICC (Union Internacional Contra 
el Cancer, Ginebra) para la clasificacion TNM (Tumor-Node-Metmtmes ckassiJication). 
Este sistema time en cuenta el tamafio tumoral, presencia de metastasis en ganglios 
Waticos regionales y presencia de metastasis a distancia. 
La clasificacibn histologica h e  realizada de acuerdo a van Bogaert L. [I9781 y el grado 
de diferenciacion de 10s tumores se establecio s e a  la clasificacion de Bloom H.J.G. 
[1957]; ambos parametros heron evaluados por la Dra. I. Bravo y la Dra. I. S o h  del 
Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Castex. 
1.1. b.- Procesamiento de las muestras tumorales: 
Los tumores heron obtenidos y procesados en condiciones de esterilidad. Se limpiaron 
inmediatamente de grasa, tejido necrotic0 y tejido normal adyacente y se colocaron en 
medio minimo esencial Eagle's (MEM) adicionado con penicilina (100 U/ml) y 
estreptomicina (100 pg/ml). El tejido tumoral h e  dividido en la siguiente forma: un 
fiagmento se fij6 en formaldehido 4% en buffer fosfato salino (PBS) para la evaluaci6n 
del tip0 histologico y grado de diferenciacion tumoral y el resto se cort6 en fiagmentos 
de aproximadamente 1 mm3. Diez de &os se congelaron en nitrogen0 liquid0 para 
posterior a n W  de la expresion de RE, RPg (secci6n 1. 3) y marcadores tumorales 
(secci6n 1. 4). Los restantes se utilizaron para la estjmacion de la proliferation celular 
(secci6n 1. 2) y para la determinacibn simulthea de proliforacion celular y expresibn de 
receptores hormonales o marcadores tumorales (secci6n 1.6). 
1. 2.- Estimaci6n de la proliferaci6n celular : 
La capacidad proliferatha de las cdlulas tumorales fbe evahada a traves de la 
incorporacibn de [ 3 ~  Timidina (I~H] dT) al DNA. El indice de marcacion con [ 3 ~  dT 
(TLI) se determino de acuerdo a Silvestrini R y col [I9871 con leves modificaciones 
[ S o h  I. 19881. Para cada determinacion se incubaron entre 10 y 15 fi-agrnentos de cada 
tumor a 37°C en 3 ml de MEM conteniendo 10% suero fetal bovino (FBS) inactivado 
por calor y depletado de esteroides, y con el agregado de 10 pCi/ml del3w dT (New 
England Nuclear, actividad especifica 80 CYmmol). Las incubaciones fberon realizadas 
por distintos intervalos de tiempo, en un rango de 30 - 120 minutos, s e g h  se indica en 
cada experimento. Al halizar el periodo de iacubacibn, 10s fiagmentos tumorales fberon 
lavados 3 veces (10 minutos cada lavado) con PBS a 4°C y embebidos en medio de 
inclusion de tejidos (OCT) a -20°C para la realization de cortes histol6gicos en criostato. 
Se obtwieron secciones de tejido de 3 pm y se montaron sobre portaobjetos tratados con 
poli-Llisina para una mayor adhesion del tejido. Los cortes se fijaron inmediatamente 
con 3,7% formaldehido en PBS (15 minutos a 4°C) y, luego de lavarse con PBS (6 
minutos) se transfirieron a metanol(4 minutos a -20°C), acetona (2 minutos a -20°C) y 
PBS (5 minutos). Finalmente se guardaron a -20°C en solucion para conservation de 
tejidos (42,8 g sacarosa - 0,7 g Mg2Cl I 25Oml PBS : 250 ml glicerol) hasta el momento 
de su uso. Se realizo entonces una autoradiografia*. Para Bsto Ias secciones de tejido 
heron lavadas tres veces con 5% tricloroac6tico (TCA) (10 minutos cada lavado), luego 
con Hz0 destilada y se cubrieron con emulsi6n fotogrhfica Kodak NTB-2 Nuclear Track 
(Eastman Kodak Co.) y mantuvieron durante 15 dias a 4°C en oscuridad. Al cab0 de este 
periodo, las muestras fberon reveladas con solucion Dl9 (0,2 g metol; 9 g Na2S@; 0,8 g 
hidroquinona; 4,5 g Na2C@; 0,5 g KBr en 100 ml Hz0 destilada), teiiidas con 
Hematoxiha de Harris, deshidratadas y montadas en Permount. Para la determinacibn 
del TLI se calculo el porcentaje de cdlulas que mcorporaron dT, analkindose las 
zonas perisfdricas de 10s fiagmentos tumorales con un aumento de 1000 x bajo un 
microscopio standard Zeiss. Fueron consideradas "positivas" aquellas cdhdas con 
precipitado de plata sobre su nucleo. Se evaluaron d s  de 3000 chhdas neoplisicas por 
corte de tejido y cada determinacion fbe realizada en secciones por duplicado. 
- 
* En algunos experimentos, se efectuo primer0 una inmuuohistoquimica para detectar expresion 
de reaptores hormonales o diversos marcadores tumorales como se describira en las secuhn 
1. 6, y a continuation la autoradiografia) 
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1.3.- Evaluaci6n de la expresi6n de RE v RPg : 
1. 3. a- Anticuerpos : 
Se utilizaron 10s AMC anti-RE y anti-RPg de Laboratorios Abbott. Dichos AMC 
reconocen la presencia de sus respectivos receptores independientemente de que ellos 
e s th  unidos o no a la hormona correspondiente. 
1. 3. b.- Determinacih de REy RPg por inmunohistoqurinica: 
Muestras tumorales conservadas en nitrogen0 liquid0 desde el momento de la 
intervencion quirhgica, heron embebidas en OCT para la realization de cortes 
histologicos en criostato, cortadas, Gadas y conservadas como se describio en la secci6n 
1. 2. La determinacion de RE y RPg se realizo por inmunohistoquimica con 10s AMC 
anti-RE y anti RPg y se revelo con el sistema peroxidasa - anti-peroxidasa (Abbott ER- 
ICA Monoclonal kit y Abbott PgR-ICA Monoclonal kit) s e w  se describio previamente 
[Ballark C. 199 11. Basicamente, despuks de 2 lavados con PBS (10 minutos cada uno), 
10s cortes histologicos heron incubados con suero normal de cabra (10 % en buffer 
fosfato) por 15 minutos y a continuacion por 60 minutos con AMC anti-RE o anti-RPg 
(0,l pglml en buffer fosfato) o con IgG normal de rata como control negativo (0,l pg/ml 
en buffer fosfato). En determinados experimentos 10s AMC anti-RE y anti RPg heron 
agregados simultheamente. Seguidamente las muestras se incubaron con un antisuero 
anti-IgG de rata hecho en cabra (1 pg/d en buffer fosfato) durante 30 minutos y por 
dtimo con el complejo peroxidasa - anti-peroxidasa hecho en rata (0,l pg/ml en buffer 
Tris) por 30 minutos. Todas las incubaciones heron llevadas a cab0 en ciunara himeda, a 
temperatura ambiente y seguidas por 2 lavados con PBS (10 minutos cada lavado). La 
reaccion h e  detectada usando como sustrato cromoghico diaminobencidina (DAB/H202) 
P A B  20 mg I100 ml PBS + 2 % H202 30 ~01.1 por 9 minutos. Finalmente las muestras 
se tiiieron con Hematoxha de Harris (1/100), se deshidrataron y montaron en Permount. 
Se observaron a microscopio determiniindose el porcentaje de cklulas que expresan RE 
(celulas RE') o RPg (celulas RPg+). Fueron consideradas positivas aquellas cehdas con 
nucleos teiiidos de marron, independientemente de la intensidad de color, mientras heran 
claramente distinguibles del control negativo. Se evaluaron miis de 3000 cklulas 
neopliisicas por corte de tejido y todas las determinaciones heron realizadas por 
duplicado. 
1.4.- Evaluacihn de la expresihn de marcadores tumorales : 
1.4. a - An ticuerpos : 
Los AMC utilizados y 10s antigenos (Ag) contra 10s cuales es th  dirigidos heron: AMC 
COL12 wuraro R 19851 contra Ag carcmoembrionario (CEA); AMC 436 [Nuti M. 
19921 que reconoce a la proteina "core" de la mucma epitelial polimoriica (PEM) en 
cancer mamario humano; AMC B6.2 [Colcher D. 1981; Kufe D.W. 1983; Robbins P.F. 
19931 contra NCA-90 (nonspecflc crass-reacting antigen, Mr=90.000); AMC MBrl 
[Menard S. 19831 contra el Ag CaMBrl; AMC B72.3 [Colcher D. 19811 contra el Ag 
TAG-72 (tumor-associated glycoprotein); y el AMC FC-2.15 wordoh J. 19941 contra 
el Ag 2.15. 
AMC COL12 y MBrl heron provistos por Dr. J. Schlom (National Cancer Institute, 
USA) y Dr. M.I. Colna& (Istituto dei Tumori - Mil& Italia) respectivamente. AMC 
436, B72.3 y B6.2 heron provistos por Dr. M. Nuti (Universita di Roma ' l a  Sapienza", 
Italia). FC-2.15 es un AMC desarrollado recientemente en nuestro laboratorio, obtenido 
i n m h d o  ratones Balblc con cklulas tumorales provenientes de un carcinoma primario 
de mama humano altamente iudiferenciado [Mordoh J. 19941 y puriiicado a partir de 
liquido ascitico como h e  descripto previamente [Mordoh J. 19951. 
1. 4. b.- Deteccihn de marcadores por inmunohistoquimica 
Para la determination de marcadores tumorales se utilizaron cortes histol6gicos sucesivos 
de 3 pm de espesor, realizados en cribstato, a partir de muestras tumorales conservadas 
en nitrogen0 liquido desde su obtencion. Dichos cortes heron montados, fijados y 
conservados segim se describio en la seccihn 1. 2. El ensayo de inmunohistoquirnica h e  
llevado a cab0 utilizando el equipo Zymed Streptavidin - Biotin Kit siguiendo las 
recomendaciones del fabricante (Zymed). Los cortes heron lavados dos veces con PBS 
(5 minutos cada lavado) e incubados 10 minutos con suero n o d  de conejo (10% en 
PBS). A continuaci6n7 secciones independientes se mcubaron con diferentes AMC: 436 
(ascitis 1/500), COG12 (ascitis 1/500), B6.2 (ascitis 1/500), MBrl (ascitis 1/50), B72.3 
(ascitis 1/500) y FC-2.15 ( p d c a d o ,  50 pglml). La mcubacion se reah5 durante 60 
minutos a temperatura ambiente para 10s AMC 436 y COL12; y toda la noche a 4°C en 
el caso de 10s restantes AMC. Como controles negatives se utilizaron IgG normal de 
raton (50 pglml) o PBS. A continuacih, 10s cortes se incubaron por 10 minutos con 
anti-Ig de raton hecho en conejo, biotinilado (anticuerpo puente); seguido de 5 minutos 
con el conjugado streptoavidina - peroxidasa. Todas las incubaciones se realizaron en 
c h a  humeda a temperatura ambiente y heron seguidas por 2 lavados con PBS (5 min 
cada uno). La reaccibn h e  revelada con DAB/ Hz02 por 5 minutos. Finalmente las 
muestras se tiiieron con Hematoxha de Harris, se deshidrataron, montaron en 
Permount, y se observaron a microscopio determinkdose el porcentaje de ckldas que 
expresan 10s distintos marcadores tumorales. Fueron consideradas positirvas para un dado 
marcador aquellas c61ulas con citoplasma ylo membrana teiiidos de marron (segh la 
localization del marcador correspondiente). Se evaluaron mits de 3000 cklulas 
neoplgsicas por corte de tejido y todas las determinaciones heron realizadas por 
duplicado. 
1.5.- Coemresi6n de RPP v otros marcadores tumorales : 
Doble-inmunohistoquimicas heron llevadas a cab0 sobre cortes histol6gicos provenientes 
de 2 tumores (#8.BM y #10.W - tabla 5), anahindose la coexpresion de RPg y diversos 
marcadores tumorales. Dado que 10s respectivos AMC tienen distinto origen (AMC anti- 
RPg: hecho en rata y AMC anti-otros marcadores tumorales: hechos en raton), h e  
posiile revelarlos con diferentes anticuerpos secundarios. 
A partir de ambas muestras tumorales se realizaron cortes de tejido secuenciales en 
criostato, que se Qaron y conservaron se& se describe en la seci6n 1. 2. Sobre cada 
corte se determino la expresion de RPg con el sistema peroxidasa - anti-peroxidasa tal 
como se describe en la secci6n 1. 3 y luego la presencia de un marcador (PEM, NCA, 
TAG-72 o CaMBr 1) usando el sistema fosfatasa alcalina - anti-fosfatasa alcalina DAKO 
APAAP Kit siguiendo las instrucciones del fabricante. Bisicamente, luego de revelar la 
presencia de RPg con DAB / H202, 10s cortes se lavaron 4 veces (5 min. cada lavado) 
con TBS [0,05 M Tris - 0,15 M NaCI, pH 7,6] y cortes independientes heron incubados 
con AMC 436, B6.2, MBrl o COL12 segh  se describe en la seccion anterior (secci6n 
1. 4). Un antisuero hecho en conejo anti-Ig de raton h e  utilizado como puente (30 
minutos, temperatura ambiente) y finalmente se agrego el complejo fosfiitasa alcalina - 
anti-fosfatasa alcalina hecho en raton (30 minutos, temperatura ambiente). La reaccion se 
revelo con naphtol AS-MX lcrom6geno Fast Red TR Todas las incubaciones se 
realizaron en c b a  humeda y heron seguidas por 2 lavados con TBS (5 min cada uno). 
loo 
Finalmente las muestras se taeron con Hematoxiha de Harris, se deshidrataron y 
montaron en Permount. Se observaron a microscopio con un aumento de 1000 x, 
identifichdose las cdlulas que expresan RPg (nucleos teiiidos de marron), las celulas que 
expresan algh marcador tumoral (citoplasma ylo membrana rojos) y las celulas que 
coexpresan RPg y otro marcador analizado (doble marcacion). Se evaluaron mhs de 3000 
celulas neoplisicas por corte de tejido y todab las determinaciones se realizaron por 
duplicado. 
1. 6.- Evaluaci6n simultrinea de proliferaci6n celular v emresi6n de receptores 
hormonales u otros marcadores tumorales : 
Una doble tbcnica permitio determinar simultbeamente, en un mismo corte histoldgico: 
a) expresion de receptores hormonales o diversos marcadores tumorales por 
inmunohistoquimica y b) celulas en proliferation por autoradiografia. 
Muestras tumorales cortadas en pequeiios fiagmentos, heron incubadas 30 minutos con 
[314 dT y procesadas de acuerdo a lo desc@to en la seccidn 1. 2. Sobre 10s cortes 
histologicos ya iijados, se realizaron inmunohistoquimicas con 10s AMC espec%cos para 
evaluar la expresion de receptores hormonales (secci6n 1. 3), o bien de distintos 
marcadores tumorales (secci6n 1. 4). A continuacibn, se efectu6 una autoradiografia 
sobre el mismo preparado (seccidn 1. 2) evidencihdose asi las celulas que duplican m 
ADN. Se analizaron entonces las zonas perisf6ricas de 10s distintos fiagmentos tumorales, 
evaluhdose: incorporacibn de [313J dT y eqresibn de RE, RPg o distintos marcadores 
tumorales, con un aumento de 1000 x, bajo un rnicroscopio standard Zeiss. Cada 
determination h e  realizada en secciones por duplicado y se analizaron mhs de 3500 
celulas neoplisicas por corte de tejido. 
- Parte 2 - 
AMC FC-2.15: Propiedades Funcionales 
2. 1.- Cklulas : 
2. 1. a- Lineas celulares : 
Se utilizaron dos h e a s  celulares de carcinomas mamarios humanos: MCF-7 [Soule H.D. 
19731 e IIB-BR-G pover L. 199 11. 
Las cilulas MCF-7 se mantuvieron en cultivo continuo en medio DMEM (Dulbecco's 
Modified Eagle medium) I mezcla de nutrientes de Ham F12 ( 1 : 1) suplementado con 10 
% FBS (Gi'bco), 2 mM glutamina, 10 pglml insulina, 100 Ulml penicilina y 100 pglml 
estreptomicina. 
La h e a  celular IIB-BR-G, desarrollada en nuestro laboratorio por la Dra. L. Bover y 
coL, h e  crecida en el mismo medio de cultivo suplementado con 20 nM selenito de 
sodio, 100 pM acido ascorbico, 5 ng/ml factor de crecimiento epidermal, 5 pg/ml 
prolactina, 1,4 pM hidrocortisona y O,1 nM 17 j3-estradiol. 
Para 10s distintos experimentos las cklulas heron cosechadas con una solucion 
conteniendo 15 mM citrato de sodio - 13 5 mM KC1. 
2. 1. b.- Cdlulas obtenidas a partir de tumores primarios : 
Dos tumores primarios de mama humanos se obtuvieron a partir de pacientes con 
carcinomas mamarios no tratados previamente. El material quinirgico fiesco h e  limpiado 
de grasa, tejido necrotic0 y tejido normal adyacente, cortado en pequeiios fiagmentos de 
aproximadamente 1 mm3 y disgregado emhdticamente para obtener cklulas tumorales 
aisladas. Para Bsto 10s fiagmentos se incubaron durante 4 hs a 37°C con agitacibn suave 
en MEM conteniendo 10 % FBS inactivado por calor, 1 mglml colagenasa tipo I; 0,2 
mg/ml DNAsa tipo I; 1 mglml hialuronidasa; 0,l mg/ml elastasa; 100 Ulml penicilina y 
100 pglml estreptomicina se& h e  descripto previamente podhajcer O.L. 19861. La 
suspension celular obtenida h e  filtrada a travks de varias capas de gasa estkril y lavada 2 
veces con medio fiesco. Las cBlulas recuperadas se congelaron en nitrogen0 liquid0 hasta 
el momento de uso. 
2. 1. c- Leucocitos polimo~onucleares (Pm y mononucleares humanos : 
PMN heron obtenidos de sangre humana fiesca proveniente de dadores n o d e s .  A 
partir de sangre heparinizada se r e W  primer0 una sedimentacion de eritrocitos en 
dextrb (concentracion h a 1  0,6 %) por 1 hora a temperatura ambiente. Seguidamente, 15 
ml de sobrenadante heron sembrados sobre 10 ml de un gradiente de Ficoll 9 % : 
Hypaque 33,9 % (24: 10 v:v) y se centrifhgb 30 minutos a 1500 rpm. Los PMN heron 
recuperados en el pellet y 10s eritrocitos remanentes se eliminaron mediante una 
mcubacion de 10 minutos a temperatura ambiente en solucibn de lisis (0,l M EDTA - 10 
mM KC03H - 155 mM NH&1). Finalmente 10s PMN heron lavados con PBS y 
resuspendidos en DMEM para 10s ensayos. 
Los leucocitos mononucleares se aislaron a partir de la interfase del gradiente de Ficoll : 
Hypaque, se lavaron 3 veces con PBS y resuspendieron en DMEM para 10s ensayos. En 
ciertos experimentos las cdlulas mononucleares heron depletadas de monocitos, 
u t W d o s e  la propiedad de estos dtimos de adherirse a superficies pliisticas. Para Bsto, 
10s leucocitos mononucleares totales fberon inGubados en cajas de cultivo pliisticas por 1 
hora a 37°C en medio WMI, recuperindose aquellas cklulas que permancieron en 
suspension (linfocitos). 
2. 1. d- Cglulas de leucemia mieloide crbnica ( C ' )  : 
Dichas cdlulas heron obtenidas a partir de sangre de un paciente con CML (A.M.) del 
Servicio de Hematologia del Hospital de Clinicas. La sangre h e  sometida a una 
sedimentacion en dextrh (0,6 % concentracibn final) durante 1 hora a temperatura 
ambiente para eliminar 10s eritrocitos y 10s leucocitos heron recuperados en el 
sobrenadante. Los eritrocitos remanentes heron lisados por mcubacibn con solucion de 
lisis como se describio previamente en la secci6n 2. 1.c Fmalmente 10s leucocitos se 
lavaron con PBS y resuspendieron en DMEM para 10s ensayos. 
2.2.- Anticuerpos utilizados : 
El AMC FC-2.15 (IgM) desarrollado en nuestro laboratorio wordoh J. 19941 h e  
utilizado en este estudio (ver secci6n 1. 4.a). Otros anticuerpos usados como control 
heron: AMC murino 436 (IgM, ascitis), hertemente reactivo con cdlulas MCF-7 muti 
M. 19921 e IgM total murina (inmunoglobulinas pudicadas, Sigma). 
2.3.- Complemento humano : 
Como hente de complemento se utilizo suero human0 obtenido de dadores de sangre 
normales del Servicio de Hemoterapia del Hospital Naval Pedro Mallo. 
2.4.- Citotoxicidad mediada por com~lemento (CMC) anticuerpo-de~endiente: 
Un ensayo de liberacion de ["~r] h e  utilizado para testear la capacidad del AMC FC- 
2.15 de mediar lisis por complemento. Como cdlulas blanco se utilizaron: MCF-7, IIB- 
BR-G, celulas de carcinoma mamario humauo aisladas a partir de dos tumores primaries, 
PMN humanos y cdlulas de CML. Para el ensayo, las celulas blanco (2,5 x lo6 I d )  heron 
marcadas con [ "~r ]  (150 pCiJml) (Naz "cr04 , actividad especifica 550 mCiImg, New 
England Nuclear) por 2 hs a 37"C, y lavadas tres veces con medio de cultivo. Celulas 
marcadas con [51~r ]  (10' cB.) heron incubadas en 100 pl DMEM d s  100 pl de suero 
humano como hente de complemento. AMC FC-2.15 p d c a d o  h e  agregado a distintas 
concentraciones, en un rango entre 1 y 50 pglml (concentraciones hales). Las 
incubaciones se realizaron a 37°C por un periodo de tiempo especificado en cada 
experimento. Paralelamente se efectuaron incubaciones de cdlulas blanco resuspendidas 
en medio solo, o con 0,l M HC1 para evaluar la liberacion esponthea y mhxima de 
[51~r], respectivamente. Cada ensayo h e  llevado a cab0 por triplicado. A1 final del 
periodo de incubacion, las cdlulas heron centrifbgadas a 1200 rpm por 10 minutos y se 
cuantifico la radioactividad en 10s sobrenadantes en un contador y. El porcentaje de 
citolisis especifica h e  calculado de acuerdo a la formula: 
% lisis = liberacibn experimental (cpm) - liberacion esponthea (cpm) x 100 
especifica liberacion mixima (cpm) - liieracion esponthea (cpm) 
En determinados experimentos el complemento presente en el suero humano h e  
inactivado por calor a 56OC durante 30 minutos o pretratado con 10 m M  EDTA por 30 
minutos. Se realizaron experimentos control utilizando AMC 436 (ascitis 1/50), IgM total 
murina (50 pg/ml) o PBS en lugar de FC-2.15. 
2.5.- Aislamiento de cClulas MCF-7 resistentes a CMC FC-2.15 - dependiente: 
C6lulas MCF-7 (20 x lo6) heron incubadas en suspension en 20 ml DMEM miis 20 ml de 
suero humano y 50 pg /d  FC-2.15. En experimentos control el AMC FC-2.15 fbe 
Maferlales y Mdfodos 
omitido utilizhdose en su lugar PBS 6 50 pg/ml de IgM total murina. Despuks de 90 
minutos de incubation a 37°C con agitacion, las cklulas se lavaron tres veces con PBS y 
la viabilidad celular h e  evaluada por el m&odo de exclusion de azul t r ipb. La suspension 
celular (en 20 ml) h e  sembrada sobre 12,8 ml de un gradiente de Ficoll9 % : Hypaque 
33,9 % (22: 10 v:v) y centdkgada durante 30 minutos a 2500 rpmpara separar cklulas 
viables de c61ulas muertas wordoh J. 19811, Bajo estas condiciones, las cklulas viables 
heron recuperadas de la interfase del gradiente mientras que las cklulas muertas 
sedimentaron formando un pellet. 
2.6.- Ensavos de citometria de fluio : 
C6lulas MCF-7 heron incubadas 15 minutos a temperatura ambiente con suero n o d  
de cabra (10 % en PBS) y a contmuacion 60 minutos a 4°C con FC-2.15 (50 pglml en 
PBS). Posteriormente se lavaron tres veces con PBS e incubaron con un antisuero hecho 
en cabra anti-inmunoglobulinas totales de raton, conjugado con isotiocianato de 
fluoresceha (FITC) (Sigma, dilucion 1/50 en PBS) por 60 minutos a 4°C. Finalmente se 
lavaron tres veces con PBS y la intensidad de fluorescencia h e  analizada (5000 eventos) 
con un citometro de flujo (FAC-Star Plus, Becton Dickinson). En experimentos control 
PBS o IgM total murina (50 pg/ml en PBS) se utilizaron en lugar de FC-2.15. 
2.7.- Citotoxicidad celular anticuerpo dependiente (ADCC) : 
Se realizo un ensayo de liberation de ["~r]  sobre cklulas MCF-7 similar a1 descripto en 
la secci6n 2. 4, except0 que en lugar de suero hurnano se utilizaron diferentes cklulas 
efect oras: leucocitos mononucleares totales, linfocitos aislados o PMN humanos. Las 
relaciones cklula blanco : cklula efectora ensayadas heron 15, 1: 10, 150, 1:75 y 1: 100. 
Las mcubaciones se realizaron durante 4 hs a 37°C y se utilizaron 50 pglml FC-2.15. En 
algunos experimentos 10s linfocitos heron previamente estimulados 16 6 48 hs con 
interleukina 2 recombinante humana ( r L 2 )  a 1200 Ulml [Morgan A. 1989; Munn D. 
19871. 
2.8. - Iodinacidn del AMC FC-2.15 : 
FC-2.15 h e  radiomarcado con '=I ( N ~ ' ~ ~ I ,  New England Nuclear, 368 pCi/pl) usando el 
mktodo de iodogen [Franker P.J. 19781. Bisicamente, 100 pg de AMC FC-2.15 en un 
105 
v o h e n  de 100 p1 de buffer fosfiito de sodio 50 mM pH 7.4, heron agregados a 1 mCi 
de NalZ1 en un tubo de vidrio prevhnente cubierto con 40 pg de reactivo de iodogen 
(Pierce) e mcubados por 10 minutos a temperatura ambiente, con agitacibn ocacional. El 
NalZS1 hire fbe separado de la protema marcada por filtracibn a travBs de una columna de 
Sephadex G-50. Las fracciones eluidas heron aualizadas en un contador y, y aquellas 
conteniendo [ ' 2 5 ~ - ~ ~ - 2 .  15 fberon reunidas y conservadas a 4°C. La actividad especifica 
del ['"'I-FC-2. 15 oscil6 entre 2,4 y 5,3 pCi/pg. 
2.9.- Anrilisis de Scatchard : 
CBluIas MCF-7 en suspension heron usadas como antigen0 blanco. Se incubaron lo5 
cBlulas en 100 pl de PBS conteniendo cantidades crecientes de FC-2.15 (rango: 0,05 - 35 
pg/ml) durante 3 hs a 4°C. Para determinar la captacion inespecsca, se realizaron 
incubaciones control en presencia de FC-2.15 fiio en un exceso de 100 veces. A1 finalizar 
el period0 de incubation, se efectuaron dos lavados con PBS y se cuantifico la 
radioactbidad unida a las cBhdas en un contador y. Se u t M  el andisk de Scatchard 
[Scatchard G. 19491 para calcular la constante de afbidad del AMC FC-2.15 (Ka) y el 
n h e r o  promedio de sitios antighicos por cBlula, 
2.10.- Ensavos de endocitosis del AMC FC-2.15 : 
2.10. a- Anlilisis de inmunofluorescencia : 
La capacidad de internalization de FC-2.15 fie evaluada por un ensayo de 
inmunofluorescencia diseiiado para visualizar el AMC intenalizado, sin interferencia del 
AMC unido a la superficie cehdar [Chang K. 19921. CBlulas MCF-7, plaqueadas un dia 
antes del ensayo en placas de Petri de 35 mm, se mcubaron 10 minutos con 0,l % 
seroalbumina bovina en PBS (PBSBSA) y a continuation 60 minutos a 4°C con 5 pg/ml 
FC-2.15 en PBS. Luego de tres lavados con PBSBSA, las placas fberon incubadas a 
37°C durante 0,30,60 y 120 minutos para permitir al AMC unido a la superficie c e b  
intemalizarse dentro de la cBlula. Seguidamente se lavaron con PBSBSA y se mcubaron 
durante 20 minutos a temperatura ambiente con buffer icido (0,5 M NaCl / 0,2 M acido 
acBtico pH 3,O) para remover el anticuerpo remanente que permanezca unido a la 
superficie celular. (Placas control no heron tratadas con buffer icido). Las cBlulas se 
fijaron entonces durante 10 minutos en 3,7 % formaldehido en PBS y se lavaron con 
PBSBSA. A continuacibn, se mcubaron 10 minutos en PBS conteniendo 10 % suero 
normal de cabra y 0,l % saponina, y luego 60 minutos a 4°C con un antisuero hecho en 
cabra anti-inmunoglobulinas de raton, conjugado con FITC (Sigma) (dilution 1/50 en 
PBS/O,l% saponina). Por liltimo se lavaron y fijaron nuevamente con 3,7 % formaldehido 
en PBS y se analizaron en un fotomicroscopio de ep&orescencia. 
2. 10. b.- Radioinmunoensayo celular : 
La cin&ca de internalizacih de FC-2.15 se estudib utilizando un radioinmunoensayo 
celular s e w  h e  descripto previamente [Press 0. 19881, con modificaciones. Cklulas 
MCF-7, plaqueadas en microplacas de 96 pocillos (25 000 cklulas / pocillo) un dia antes 
del ensayo, heron incubadas 1 hora a 4°C con 100 p1 de medio de cultivo conteniendo 5 
pg/ml [ 1 2 5 ~ - ~ ~ - 2 .  15. Posterionnente se lavaron tres veces con medio f3o e incubaron a 
37°C por distintos intervalos de tiempo para permitir la mternalizacion del AMC unido a 
la superficie celular. Se cuantific6 entonces la radioactividad en el sobrenadante de 
cultivo, la superficie celular y el compartimiento intracelular, como se describe miis 
adelante en esta misma seccion. En algunos experimentos las mcubaciones y lavados se 
realizaron en presencia de 50 pM monensina para inhibir la degradation lisosomal del 
AMC hternalizado [Press 0. 19881. Se realizaron tambih incubaciones control para 
determinar la union inespecifica, agregando FC-2.15 no marcado en un exceso de 100 
veces respecto del [lZ1]-FC-2. 15. 
Para cuantificar la radioactividad en 10s difmentes compartimientos, 10s sobrenadantes de 
cultivo heron aspirados y analizados en un contador y. El [lZ1]-FC-2.15 unido a la 
superficie celular h e  removido de la membrana mediante dos lavados acidos 
consecutivos de 15 minutos cada uno. Ambos lavados heron reunidos y la radioactividad 
presente en 10s mismos determinada en contador y. (La solucion de lavado h e  preparada 
llevando rnedio MCF-7 a pH 2 con 1 M HCl y agreghdole 2,5 mglml de papaha). La 
presencia de AMC internahdo (Bcido-resistente) h e  determinada disolviendo las cklulas 
en 0,2 M NaOH y cuantificando la radioactividad en contador y. 
A continuacihn, 10s sobrenadantes k o n  tratados por 60 minutos a 4°C con 5 % TCA 
para precipitar proteinas y estimar la proportion de productos de degradacion de [lZ1]- 
FC-2.15 (TCA soluble). Los precipitados obtenidos y 10s sobrenadantes TCA-solubles 
heron analizados en contador y. 
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